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IV. Zusammenfassung 
Innerhalb dieser Arbeit wurde ein kompetitiver ELISA etabliert und validiert, der eine 
Quantifizierung von Drogen im humanen Serum gemäß geltender Richtlinien ermöglicht. Der 
Nachweis erzielte zudem vergleichbare Ergebnisse zur Referenzmethode 
(Massenspektrometrie).  
Es wurden 9 Drogen (Amphetamin, Methamphetamin, Methylenedioxymethamphetamin 
(MDMA), Tetrahydrocannabinol (THC), Phencyclidin (PCP), Methadon, Morphin, Kokain 
und Benzoylecgonin) und insgesamt 33 Antikörper verwendet. Alle Reagenzien durchliefen 
zunächst ein stringentes Validierungsverfahren. Nach Ausschluss möglicher Kreuzreaktivitäten 
konnten für 3 Drogen (Methadon, MDMA und Benzoylecgonin) jeweils ein Antikörper 
bestimmt werden, der eine spezifische und sensitive Quantifizierung der Droge ermöglichte. 
Mit dem anti-MDMA Antikörper war zusätzlich der Nachweis in einem miniaturisierten 
Format (Microarray) möglich.  
Die verwendeten Antikörper zeigten keine Kreuzreaktivitäten mit anderen Drogen, 
Antikörpern, dem Probenmaterial oder anderen Versuchskomponenten. Weiterhin wurde kein 
Einfluss etwaiger Abbauprodukte im langfristig gelagerten Serum beobachtet. 
Durch die Ergebnisse wird gezeigt, dass ein immunologischer Nachweis von 
Drogenmissbrauch in Serum eine verlässliche Ergänzung zu bestehenden Methoden darstellt. 
Bei einer Übertragung des immunologischen Ansatzes auf ein Microarray ergibt sich zudem 
die Möglichkeit mehrere Drogen und Serumproben parallel nachzuweisen bzw. zu vermessen. 
Der höhere Probendurchsatz, der kompakte Versuchsaufbau und der geringere Verbrauch an 
Material gehört zu den größten Vorteilen dieser Technik. 
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1. Einleitung 
Die Arbeit beschäftigt sich mit dem immunologischen Nachweis von illegalen Drogen in 
Serum. Um einen möglichst guten Einstieg in die Thematik zu geben, wird zuerst die 
Motivation, dabei vor allem warum Drogen als Analyten ausgewählt wurden, erläutert. 
Anschließend wird der Stand der Forschung bzw. Technik erläutert. Prinzipiell sollen alle 
Themenbereiche dieser Arbeit angeschnitten werden. Ziel der Einleitung ist es vor allem die 
Auswahl eines antikörperbasierten Nachweises und die Lücke, welche diese Arbeit füllen soll, 
darzustellen. 
 
1.1. Motivation 
Im Folgenden Abschnitt wird dargestellt, warum ein verlässlicher Nachweis von Drogen 
relevant ist. Dabei werden die Auswirkungen von Drogenmissbrauch auf Politik und 
Gesundheit auf nationaler Ebene betrachtet. 
Sämtliche nach deutschem Recht illegalen Drogen sind in den Anlagen des 
Betäubungsmittelgesetzes (BtMG) [1] aufgeführt. Eine Aufnahme in das Gesetz erfolgt für 
einen Stoff, sobald wissenschaftlich erwiesen wurde, dass eine Abhängigkeit hervorgerufen 
werden kann, daraus eine Herstellung eines weiteren Betäubungsmittels möglich ist oder ein 
Risiko für die Gesundheit besteht. 
 
1.1.1. Interesse der Öffentlichkeit 
Die Öffentlichkeit, insbesondere aber Regierung und Gesundheitswesen, hat vor allem ein 
finanzielles Interesse an der Kontrolle und Eindämmung des Konsums von illegalen Drogen. 
Zuletzt wurde für das Jahr 2006 eine Aufstellung der Kosten [2], die durch illegale Drogen 
verursacht werden, erstellt (Abbildung 1). 
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Abbildung 1: Übersicht der Kostenstellen verursacht durch illegale Drogen in %. Die Datenerhebung wurde für 
das Jahr 2006 durchgeführt. Unter öffentliche Ordnung und Sicherheit fallen sämtliche Kosten der Polizei und 
Justiz und zu Gesundheit und Sozialschutz zählen die Posten der medizinischen Versorgung und Therapiekosten. 
Abbildung nach [2]. 
 
Die Abbildung 1 zeigt die prozentuale Verteilung der öffentlichen Ausgaben im Jahr 2006. 
Insgesamt beliefen sich die Kosten, welche im Zusammenhang mit Drogenmissbrauch stehen, 
auf ca. 6 Mrd. €. Zwei Drittel davon, also etwa 4 Mrd. €, entfallen dabei auf Kosten, die der 
Polizei und Justiz entstehen. Weitere 2 Mrd. € werden im Gesundheitssektor veranschlagt. Dazu 
gehören Ausgaben für die medizinische Versorgung, z.B. Notfallmedizin, und für das 
Gesundheitssystem, z.B. für Therapien. Innerhalb der Notfallmedizin wird der Nutzen des 
Einsatzes von Drogentests nicht vollständig unterstützt. Vor allem wird dabei diskutiert, ob eine 
Überprüfung des Drogenkonsums des Patienten Auswirkungen auf die Behandlung hätte [3,4]. 
Ein Vorteil der Durchführung solcher Tests wird in der Absicherung des behandelnden Arztes 
gesehen [5], da z.B. Symptome einer Überdosis und einiger Krankheitsbilder, u.a. 
Vergiftungen, Gemeinsamkeiten aufweisen [6]. Daher wird empfohlen eine individuelle 
Einschätzung durchzuführen, um gegebenenfalls Ressourcen zu sparen. Angaben zu 
volkswirtschaftlichen Schäden, u.a. durch Arbeitsausfälle wurden nicht aufgeführt. Als 
Vergleich lassen sich die Ausgaben der Rentenversicherungen heranziehen. Diese belaufen sich 
im Zusammenhang mit Drogenmissbrauch für das Jahr 2006 auf ca. 170 Mio. € für etwa 18.000 
Fälle und beinhalten die Kosten für z.B. Renten wegen Erwerbsminderungen. Für einen 
weiteren Vergleich können die Kosten des Tabakkonsums herangezogen werden. Hier belaufen 
sich die Kosten für Therapie und Erwerbsuntätigkeit auf jährlich 21 Mrd. € [7]. Dies sollte 
allerdings nur eine Tendenz wiedergeben, da Tabak eine weit verbreitete legale Substanz ist. 
Nichtsdestotrotz fallen durch längerfristigen Tabakkonsum ähnliche Kosten bei der 
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Gesundheitsversorgung bzw. für die Marktwirtschaft an, wie beim Konsum illegaler Drogen. 
Allein durch diese finanzielle Belastung besteht ein großes öffentliches Interesse an der 
erfolgreichen Verfolgung von Drogenmissbrauch und damit langfristig an einer Reduzierung 
des illegalen Konsums. 
 
1.1.2. Gesundheitsaspekte 
Neben den politischen Faktoren, spielen auch individuelle gesundheitliche Aspekte eine große 
Rolle [8]. Begleiterscheinungen bei intravenöser Drogeneinnahme sind Infektionen u.a. mit 
dem HI-Virus oder Hepatitis C-Virus (HCV). In Europa ist der prozentuale Anteil einer HIV-
Infektion in Zusammenhang mit Drogenkonsum zwar relativ gering (unter 10 %), führt aber 
trotzdem zu einer hohen Mortalitätsrate als indirekte Todesursache. Das Auftreten von HCV in 
diesem Kontext liegt europaweit sogar zwischen 14 % und 84 % und die damit verbundenen 
Folgeerkrankungen der Leber sind wahrscheinlich für viele weitere Todesfälle verantwortlich. 
Neben den Infektionserkrankungen zählen Langzeitschäden an Herz und Leber zu den 
Hauptbegleiterscheinungen von Drogenkonsum. Diese Tatsachen begründen zusätzlich den 
Bedarf an verlässlichen Drogennachweisen um damit verbundene gesundheitliche 
Auswirkungen schneller kompensieren zu können. 
 
1.1.3. Anwendungsbereiche 
Wie in den vorangegangenen Abschnitten beschrieben, sind viele Interessenvertreter für 
Drogentests im klinischen und rechtlichen Kontext vorhanden. Wichtig bei der Drogenanalytik 
ist die Entscheidung ob diese lediglich als Indikator für einen Drogenkonsum dienen sollen 
oder ob eine spezifische und sensitive Ermittlung der konsumierten Droge verlangt wird. 
Indikatoren dienen meist als sogenannte Schnelltests um z.B. im Straßenverkehr, beim Zoll und 
in der Notfallambulanz innerhalb kurzer Zeit eine qualitative Aussage zu erhalten, ob Drogen 
konsumiert wurden. Diese Schnelltests verwenden vor allem Urin oder Speichel als 
Probenmaterial und können von ungeübten Personen durchgeführt werden. Dabei werden 
mittels immunologischen Nachweises nur Substanzklassen angezeigt. Durch ein qualitatives 
Ergebnis der Ermittlung einer Substanzklasse sind diese Nachweis nicht vor Gericht 
verwertbar. Weiterhin können diese Nachweise durch eine mangelnde Sensitivität und 
Spezifität gekennzeichnet sein. Weitere Anwendungsgebiete sind die Therapiebegleitung oder 
Ermittlungen im Zusammenhang einer Straftat. Prinzipiell müssen Drogennachweise, welche 
spezifisch eine Droge nachweisen und die vorhandene Konzentration angeben, strenge 
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Richtlinien erfüllen. Diese Richtlinien dienen vor allem der Sicherung der Verlässlichkeit eines 
Drogennachweises. Die zu erfüllenden Eigenschaften werden von Organisationen wie der 
Gesellschaft für toxikologische und forensische Chemie (GTFCh) und der Bundesärztekammer 
festgelegt. Für einen sensitiven und spezifischen Nachweis werden in Deutschland primär 
massenspektrometrische Methoden angewendet. Die Funktionsweise verschiedener 
Nachweismethoden und die Anforderungen relevanter Richtlinien werden detaillierter in den 
folgenden Abschnitten behandelt.  
 
1.2. Stand der Forschung 
Dieser Abschnitt soll einen Überblick über den aktuellen Stand der Forschung geben. Dazu 
werden Drogen anhand ihrer chemischen Eigenschaften zusammengefasst und aktuelle 
Nachweismethoden dargestellt. 
 
1.2.1. Niedermolekulare Substanzen und Drogen 
Zu den niedermolekularen Substanzen gehören neben den Drogen verschiedene Toxine und 
sekundäre Metaboliten. Klassifiziert werden diese Substanzen nach der sogenannten „Rule of 
Five“ [9–11]. Folgende Eigenschaften charakterisieren niedermolekulare Verbindungen: 
Molekulargewicht um 500 Da, ein logP von maximal 5 (Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizient), max. 5 Wasserstoffbrückenbindungsdonatoren (WBD) und max. 10 
Wasserstoffbrückenbindungsakzeptoren (WBA). Einige niedermolekulare Substanzen sind in 
der Lage die Blut-Hirn-Schranke zu überwinden und spielen daher auch in der 
pharmazeutischen Forschung und in der Medikamentenentwicklung eine Rolle [12]. 
Niedermolekulare Verbindungen können sowohl natürlich vorkommen (z.B. THC und 
Kokain), als auch künstlich (z.B. MDMA und Methadon) hergestellt werden. Dadurch steigt 
stetig die Anzahl neuer Substanzen, die dem Betäubungsmittelgesetz unterliegen [13]. 
Beispielhaft sind synthetische Steroide und Cannabinoide zu nennen [14]. 
Durch diese große Diversität ergibt sich die Herausforderungen eines verlässlichen 
Nachweises. Im folgenden Abschnitt sollen einige aktuelle Nachweismethoden erläutert 
werden.  
 
1.2.2. Aktuelle Nachweismethoden 
Aktuell wird in der Drogenanalytik zwischen einem ersten initialen Test, einem sogenannten 
Screening, und einem Bestätigungstest unterschieden. Das Screening dient einer ersten 
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Einschätzung der konsumierten Drogenklassen und liefert daher oft nur qualitative Aussagen. 
Für die Konzentrationsbestimmung und die Kontrolle des Screenings wird ein Bestätigungstest 
durchgeführt. Dieser unterliegt u.a. bezüglich Sensitivität und Reproduzierbarkeit strengeren 
Vorgaben als das Screening. Dies ist vor allem durch die spätere Gerichtsverwertbarkeit 
begründet. Im Folgenden werden drei Methoden, welche in Deutschland in verschiedenen 
Ausmaßen Anwendung finden, genauer erläutert. Die zu erfüllenden Richtlinien werden in 
einem gesonderten Kapitel behandelt. 
 
1.2.2.1. Massenspektrometrie 
Die Gaschromatographie (GC) oder Flüssigkeitschromatographie (LC) gekoppelt mit 
Massenspektrometrie (MS) gehört zu den Bestätigungsanalysen, die vor Gericht anerkannt 
werden. MS-basierte Methoden konnten sich seit ihrer Entwicklung in den 1970er-Jahren [15] 
durch Sensitivität, Genauigkeit und Quantifizierbarkeit auszeichnen [16].  
Chromatographische Methoden, meist werden säulenchromatographische Systeme verwendet, 
dienen dabei der Auftrennung von Molekülen aus einem Gemisch und die MS wird dann zur 
abschließenden Detektion und Quantifizierung genutzt. Es ist zu beachten, dass für jeden 
Analyten die Versuchsbedingungen einzeln definiert werden müssen, insbesondere bei der 
chromatographischen Auftrennung [17]. Die primär verwendeten Auftrennungsmethoden GC 
und LC gleichen sich in einer aufwendigen Probenvorbereitung der biologischen Proben 
[16,18]. Eine GC, in der die Auftrennung einer Probe im gasförmigen Zustand erfolgt, gilt als 
sensitiver [19], eine Flüssigkeitschromatographie hingegen mit der Probenauftrennung in 
flüssiger Phase eignet sich für thermal instabile Substanzen [20]. 
Die Abbildung 2 zeigt ein Schema eines Versuchsablaufs einer MS gekoppelt mit einer 
chromatographischen Methode. Diese ist allgemein gehalten, um die oben genannten Fakten 
zusammenzufassen. 
 
 
Abbildung 2: Arbeitsschritte einer massenspektrometrischen Messung mit vorgeschalteter chromatographischer 
Probenauftrennung. 
 
Für eine Messung muss der zu untersuchende Analyt zunächst chemisch modifiziert werden, 
z.B. ist eine Überführung in einen gasförmigen, ionisierten Zustand nötig, bevor sein 
Molekulargewicht über sein Masse-Ladungs-Verhältnis und ein Referenzmolekül bestimmt 
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werden kann [21,22]. Gängige chemische Methoden zur Probenvorbereitung sind 
Derivatisierungen [16], Hydrolysen [18] und Ionisierungen [16,19,23]. Für eine 
Gaschromatographie werden häufig Dimethylpolysiloxane als Säulenmaterial [20] und Helium, 
Wasserstoff oder auch Argon als Trägergase verwendet [19,24,25]. Zu bedenken sind die 
während der Auftrennung teils sehr hohen verwendeten Temperaturen [24,25]. Die Säule einer 
Flüssigkeitschromatographie besteht aus einer mobilen Phase, einer Flüssigkeit u.a. versetzt 
mit Lösemitteln, und einer festen stationären Phase, bestehend z.B. aus Sepharose [16,18,23]. 
Bevor die Probe in den Detektor injiziert werden kann, wird diese z.B. mittels 
Elektronensprayionisation (ESI) ionisiert [16,19,23]. ESI gilt als ein schonendes Verfahren um 
Ionisierungen vorzunehmen. Sowohl für eine GC, als auch für eine LC werden abschließend 
Detektoren, wie eine MS, benötigt. Je nach Fragestellung können nach einem 
chromatographischen Verfahren andere Detektoren eingesetzt werden, z.B. einen 
Atomemissionsdetektor für einen elementspezifischen Nachweis [26] oder ein Ionen-
Mobilitäts-Spektrometer für flüchtige organische Verbindungen [27,28]. 
Die Abbildung 3 zeigt ein vereinfachtes Ergebnis einer GC-MS Analyse. Das Ergebnis zeigt 
eine Analyse eines MDMA-Standards mit einem deutlichen „Peak“ bei einem Masse zu Ladung 
Verhältnis von knapp über 300. 
 
 
Abbildung 3: Vereinfachtes Ergebnis einer GC-MS Messung von MDMA. Als Probe wurde ein Standard für 
MDMA verwendet. Der in Methanol gelöste Standard wurde vor der Analyse verdampft und der Rückstand 
anschließend derivatisiert. Nach [19]. 
 
Das Chromatogramm dient der Veranschaulichung der Massenspektrometrie. Neben dem 
klaren Nachweis einer Droge sollte beachtet werden, dass selbst die Analyse eines reinen 
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Standards eine mehrere Schritte umfassende Probenvorbereitung benötigt. Die benötigte 
Modifizierung zählt bei diesen Verfahren zu den Herausforderungen. 
Trotz stetigen Weiterentwicklungen sind die benötigten Geräte verhältnismäßig teuer und im 
Kontext des Drogennachweises ist eine aufwendige Probenvorbereitung nötig, sobald 
biologische Medien, wie z.B. Blut, untersucht werden sollen [29–31]. Begründet durch die 
Probenvorbereitung und der Synthese neuer Substanzen besteht ein großer Bedarf an einfachen 
und günstigen Nachweisverfahren, um den experimentellen Aufwand zu minimieren. 
 
1.2.2.2. Immunoassay 
Immunologische Verfahren, allgemein der Nachweis einer Interaktion von einem Antikörper 
mit seinem Zielanalyten (Antigen), sind durch ihre Robustheit und ein breites 
Anwendungsspektrum gekennzeichnet. Antikörper lassen sich in mehrere Klassen einteilen. 
Eine oft verwendete Klasse für molekularbiologische Experimente sind die Antikörper der 
Klasse Immunglobuline G (IgG). Die Abbildung 4 zeigt eine schematische Darstellung eines 
IgGs. 
 
 
Abbildung 4: Schematische Darstellung eines IgG Antikörpers. Dieser besteht aus 2 leichten Ketten (grün, je 25 
kDa) und 2 schweren Ketten (blau, je 50 kDa). Die Ketten sind über Disulfidbrücken verbunden. Funktional kann 
eine Unterteilung in ein Antigen-bindendes Fab-Fragment und dem Fc-Fragment vorgenommen werden. Nach 
[32]. 
 
Ein IgG Antikörper besteht aus zwei leichten Ketten (je 25 kDa) und zwei schweren Ketten (je 
50 kDa) und hat eine Gesamtmasse von ca. 150 kDa. Das Fab-Fragment bzw. die variable 
Region, welche die leichten Ketten beinhaltet, dient der Antigenbindung. Daher können für 
immunologische Nachweise auch nur Fab-Fragmente genutzt werden, die z.B. durch einen 
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proteolytischen Verdau mit Pepsin [32] des Gesamtmoleküls gewonnen werden. Das Fc-
Fragment bildet die konstante Region. 
Der erste Immunoassay wurde 1959 von Yalow und Berson [33,34] durchgeführt. Als 
Markierung wurden zunächst radioaktiv markierte Verbindungen gewählt. Diese zeichnen sich 
durch eine hervorragende Sensitivität aus, bergen aber ein bekanntes Gesundheitsrisiko. Ein 
radioimmunologischer Assay (RIA) wurde auch für den ersten etablierten immunologischen 
Drogennachweis verwendet. Dieser wurde 1970 an der Washington Universität in 
Zusammenarbeit mit Roche [35] für die Detektion von Morphin durchgeführt. Die ersten 
enzymatischen Immunoassays (EIA) wurden 1967 publiziert [36]. Diese Erfindung führte im 
Laufe der Jahre zur Entwicklung von einer großen Bandbreite an kommerziellen Drogentests, 
welche bis heute zu einem wesentlichen Teil einen enzymatischen Nachweis nutzen.  
Die Anwendung von Immunoassays ist in der Drogenanalytik weit verbreitet, da mit dem 
immunologischen Nachweis ein schnelle und günstige Methode genutzt werden kann [20,37]. 
Kommerziell erhältliche Tests beschränken sich dabei hauptsächlich auf den quantitativen 
Nachweis in Urin [38–40]. Ein entscheidender Nachteil von Immunoassays ist das Auftreten 
von unspezifischen Bindungen der verwendeten Antikörper [41]. Bei der Detektion von 
verschiedenen Drogen, liegt die vor allem in den strukturellen Gemeinsamkeiten der Moleküle 
begründet [20,37]. Daher ist eine gewissenhafte Antikörpervalidierung nötig [42], um einen 
verlässlichen Nachweis zu garantieren. Die Validierung für initiale Tests kann dabei einen 
geringeren Umfang haben, da hier meist nur nach Substanzklassen unterschieden wird und 
dabei eine gewisse Kreuzreaktivität der Antikörper genutzt wird. Immunologische Verfahren 
sind ein häufig verwendetes Mittel um eine erste Selektion bezüglich dem Vorhandensein von 
Drogen und der Substanzklassen vorzunehmen [20].  
Primär genutzte Formate sind dabei „Enzyme-linked Immunosorbent Assays“ (ELISAs) in 
Multititerplatten (MTP) und „Lateral Flow Assays“ (LFA) auf Teststreifen. Bei beiden 
Formaten wird dabei ein kompetitiver Ansatz verwendet, welche für niedermolekulare 
Verbindungen, wie z.B. Drogen, Standard ist [20]. Der allgemeine Aufbau eines kompetitiven 
ELISAs wird in Abbildung 5 dargestellt. 
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Abbildung 5: Aufbau eines kompetitiven ELISAs. Charakteristisch für diesen Versuchsaufbau sind abnehmende 
Signale bei zunehmender Konzentration des Analyten. 
 
Zunächst wird ein Konjugat, bestehend aus Drogenmolekülen gekoppelt an ein Trägermolekül, 
z.B. BSA, auf eine Festphase immobilisiert. Anschließend erfolgt die Inkubation mit der Probe 
zusammen mit dem Drogen-spezifischen Antikörper. Dabei kommt es zu einer Kompetition 
zwischen dem Konjugat und der Droge in der Probe um die Bindestellen an dem primären 
Antikörper. Zur Detektion wird der am Konjugat gebundene primäre Antikörper entweder über 
einen geeigneten markierten sekundären Antikörper oder über eine direkte Markierung des 
primären Antikörpers nachgewiesen. Solche Markierungen sind in der Regel ein Enzym, 
welches abschließend für einen kolorimetrischen Nachweis noch ein Substrat umsetzt, oder ein 
Fluoreszenzfarbstoff, welcher direkt ausgelesen werden kann.  
Durch die stattfindende Kompetition ist das Verhältnis von Signal zu Drogenkonzentration 
invers proportional. Dies bedeutet, je mehr Droge in der Probe vorhanden ist, desto schwächer 
ist das Signal. Dadurch sollte immer eine Versuchskontrolle (Positivkontrolle) mitgeführt 
werden, die anzeigt ob das Experiment an sich einwandfrei funktioniert hat. Um im 
kompetitiven Ansatz eine Quantifizierung zu ermöglichen, muss eine Eichkurve mit 
Referenzmaterial mitgeführt werden (Abbildung 6). 
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Abbildung 6: Schematische Darstellung einer Eichkurve aus einem kompetitiven ELISA. Dargestellt ist ein 
exemplarischer Kurvenverlauf. Die gemessenen Signale sind über den eingesetzten Konzentrationen des 
Referenzmaterials aufgetragen. Hervorgehoben ist der lineare Bereich, der den quantifizierbaren Abschnitt 
repräsentiert. Anhand der Gleichung des linearen Bereichs und den gemessenen Signalen kann die Konzentration 
einer unbekannten Probe berechnet werden. 
 
Die Abbildung 6 zeigt eine schematische Darstellung einer Eichkurve. Eine Eichkurve für 
kompetitive ELISAs beginnt und endet mit einem Plateau. Dazwischen befindet sich der lineare 
Bereich. Dabei ist vor allem der lineare Bereich und dessen Ausdehnung relevant, da nur dieser 
zur Konzentrationsermittlung genutzt werden kann [43]. Die Qualität der Eichkurve und gut 
gewählte Konzentrationen des Referenzmaterials bestimmen die Genauigkeit einer 
Quantifizierung. 
 
1.2.2.3. Aptamere 
Die Verwendung von Aptameren gehört zwar nicht zu den Standardverfahren zum 
Drogennachweis, findet aber gerade im Bereich des Nachweises kleiner Moleküle, z.B. Toxine, 
immer mehr Anwendung. 
Aptamere sind einzelsträngige DNA- oder RNA-Sequenzen [44,45], die in der Lage sind mit 
ihrem Analyten Tertiärstrukturen auszubilden [46,47]. Die Sequenzen werden im SELEX-
Verfahren (Systematic Evolution of Ligands by Exponential enrichment) in vitro hergestellt 
[44–46]. Vereinfacht ausgedrückt wird dabei eine Bibliothek aus randomisierten 
Nukleinsäuresequenzen mit dem gewünschten Analyten inkubiert. Nach erfolgter Bindung 
werden nicht gebundene Sequenzen weggewaschen. Die gebundenen Sequenzen werden 
anschließend von ihrem Analyten eluiert und amplifiziert. Diese Schritte werden mehrfach 
wiederholt um spezifische Binder zu erhalten. Diese Sequenzen werden anschließend 
amplifiziert und charakterisiert [47]. Die Charakterisierung kann u.a. mit SPR (Surface 
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Plasmon Resonance), Durchflusszytometrie, Affinitätschromatographie oder mit einer Bead-
basierten Methode durchgeführt werden [44,45].  
Aptamere können für eine Vielzahl von Molekülen, wie kleine Moleküle, Proteine, Viren, 
Toxinen oder Zellen, generiert werden [46,45]. Sie besitzen damit den Vorteil einen Binder für 
nicht-immunogene und toxische Substanzen zu ermöglichen, was sich in der 
Antikörperherstellung schwierig gestaltet. Die Herstellung von Aptameren ist zusätzlich 
automatisierbar und die Sequenzen können mit relativ wenig Aufwand modifiziert werden 
[44,45]. Anwendung finden Aptamere u.a. in der Diagnostik, Proteinaufreinigung oder in der 
Detektion von posttranslationalen Modifikationen [47]. 
Zu den Nachteilen beim Nachweis kleiner Molekülen wie Drogen oder Toxine gehören: 
• Probleme im SELEX-Verfahren, bedingt durch die Immobilisierung auf einer Festphase 
[46]. Oft wird dafür eine chemische Modifikation benötigt, die zu einer schlechteren 
Sensitivität zum Ausgangsmolekül führt. 
• Eine SPR eignet sich nur bedingt zur Charakterisierung, da die Zunahme in der 
Molekülmasse meist zu gering ist um nachweisbar zu sein [46]. 
• eine verminderte Affinität der Aptamere zum Analyten [44]. Es konnte beobachtet 
werden, dass je kleiner der Analyt ist, desto größer ist die Dissoziationskonstante (Kd) 
[46].  
Weiterhin wurde beobachtet, dass Aptamere in Blut schneller degradieren [46]. Sofern diese 
Nachteile reduziert werden können, stellen Aptamere eine vielversprechende Alternative dar. 
Ihre Herstellung ist im Vergleich zu Antikörpern um einiges schneller und preiswerter, da alle 
Schritte in vitro erfolgen. 
 
1.3. Richtlinien 
Im Kontext von einem Drogennachweis müssen bestimmte Eigenschaften nachgewiesen 
werden. Dies betrifft vor allem die Sensitivität, die Reproduzierbarkeit und die Genauigkeit. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde sich zur Qualitätssicherung an verschiedenen Richtlinien 
orientiert. Damit soll vor allem die Qualität und Vergleichbarkeit einer Analyse garantiert 
werden. Im folgenden Abschnitt soll die Richtlinie der Bundesärztekammer zur 
Qualitätssicherung (Rili-BÄK) [48] und die Anforderungen der deutschen Gesellschaft für 
toxikologische und forensische Chemie (GTFCh) [49] erläutert werden. Diese sind für eine 
toxikologische Diagnostik maßgebend. 
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1.3.1. Anforderungen an die Qualitätssicherung 
Rili-BÄK beschreibt die Anforderungen für Labor-medizinische Untersuchungen in der 
Heilkunde. Diese misst unter anderem der lückenlosen Dokumentation eine große Bedeutung 
bei. Weiterhin ist die Teilnahme an Ringversuchen verpflichtend. Durchgeführte Messungen 
sollten sowohl bei Ringversuchen, als auch bei der internen Qualitätssicherung, eine 
Messabweichung von 20 % nicht überschreiten. In der internen Qualitätssicherung wird 
außerdem eine tägliche Kontrollmessung verschiedener Substanzen, wie z.B. Drogen, 
durchgeführt. Für immunologische Verfahren gilt, dass für Antikörper und Antigene jeweils 
Positiv- und Negativkontrollen vorhanden sein müssen. Bei diesen Kontrollen werden keine 
Abweichungen toleriert. Antikörper werden bei Chargenwechsel, Antigene hingegen täglich 
überprüft. Bei kommerziell erhältlichen Schnelltests wird eine Testmessung pro 
Verpackungseinheit durchgeführt. 
Die GTFCh hat sehr genaue Vorgaben für den forensisch-toxikologischen Bereich erarbeitet. 
Allen voran steht der selektive und spezifische Nachweis eines Analyten oder einer 
Substanzklasse. Dies bedeutet, dass die gewählte Methode eine eindeutige Identifizierung 
ermöglicht, welche unabhängig von dem Einfluss anderer Substanzen, wie z.B. Metaboliten, 
Abbauprodukte oder Mediumeinflüsse, ist. Im Folgenden werden die wichtigsten 
einzuhaltenden Parameter für chromatographische Methoden genannt und kurz erläutert. Bei 
der Verwendung immunchemischer Verfahren, wird auf die Qualitätskontrolle des Herstellers, 
u.a. bezüglich Reproduzierbarkeit und Sensitivität, verwiesen: 
• Systematischer Fehler (Bias): Abweichung des Messergebnisses vom Sollwert; 15 % - 
20 % akzeptabel 
• Reproduzierbarkeit: Genauigkeit unabhängiger Messungen; 15 % - 20 % sind als 
akzeptabel definiert. 
Zusätzlich sind die Einfrier- und Auftaustabilität und die Langzeitstabilität der Analyten im 
Probenmaterial ein wichtiger Faktor, den es in der Qualitätssicherung zu beachten gilt. 
Bezüglich der analytischen Grenzen nennt die GTFCh ein Signal-Rauschen-Verhältnis (SNR) 
von 3:1 als eine Möglichkeit die Nachweisgrenze (LOD) zu ermitteln. Zur Ermittlung der 
Bestimmungsgrenze (LOQ) gilt die niedrigste Konzentration des Analyten, die mit einer 
akzeptablen Genauigkeit und Bias bestimmt werden kann. Für immunchemische Methoden 
wird auf genauere Angaben verzichtet, da die Überprüfung bereits vom Hersteller durchgeführt 
werden sollte. Zur Kontrolle wird allerdings empfohlen 10 Leerproben (Probenmaterial ohne 
Analyten) und 10 authentische Proben zu vermessen. Bei den Leerproben müssen 100 % als 
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negativ klassifiziert werden, während für die authentischen Proben für 90 % der Fälle ein 
positives Ergebnis akzeptabel ist. Zu erreichende Bestimmungsgrenzen und eine 
Charakterisierung der in dieser Arbeit untersuchten Drogen werden im folgenden Abschnitt 
dargestellt. 
 
1.3.2. Richtwerte und Charakterisierung der untersuchten Drogen 
Die GTFCh hat für forensisch relevante Analyten zu erreichende Bestimmungsgrenzen in den 
verschiedenen biologischen Probenmaterialien festgelegt [50]. Diese beziehen sich auf 
bestätigende chromatographische Methoden. Zusätzlich werden für bestimmte Substanzklassen 
Empfehlungen gegeben, wie z.B. die Mitbestimmung von Metaboliten wie THC-Carbonsäure 
von THC (Tetrahydrocannabinol). Ähnliche Hinweise werden für Amphetamine und Kokain 
gegeben. In der folgenden Tabelle 1 werden die zu erreichenden Bestimmungsgrenzen für die 
in dieser Arbeit verwendeten Drogen aufgeführt. 
 
Tabelle 1: Darstellung der Bestimmungsgrenzen für die einzelnen Drogen in ihrer jeweiligen Substanzklasse. Die 
Grenzen gelten für die Verwendung von Serum bzw. Plasma und werden in ng/mL angegeben. 
Substanzklasse und Droge 
Bestimmungsgrenze in  
Serum/Plasma [ng/mL] 
Cannabinoide 
THC (Delta-9-Tetrahydrocannabinol) 
 
1 
Amphetamin und Derivate 
Amphetamin 
Methamphetamin 
MDMA (Methylenedioxymethamphetamin) 
25 
Kokain und Metaboliten 
Kokain 
Benzoylecgonin 
 
10 
30 
Opiate/Opioide 
Morphin 
Methadon 
 
10 
50 
Dissoziativum 
PCP (Phencyclidin) 
 
25 [51] 
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Die aufgelisteten Drogen unterliegen alle dem Betäubungsmittelgesetz (BtMG) und sind zum 
Teil zusätzlich noch im Straßenverkehrsgesetz (StVG) § 24a Anlage 2 aufgeführt [52]. Die 
Nennung im StVG, die Relevanz im deutschsprachigen Raum hinsichtlich der Häufigkeit des 
Konsums und die Verfügbarkeit von Drogen-BSA Konjugaten und primären Antikörpern 
diente als Grundlage für die Auswahl. 
Als nächstes werden die einzelnen Drogen gemäß ihren chemischen Eigenschaften 
charakterisiert (Tabelle 2a-c). Dabei werden einige wichtige Daten zusammengefasst. 
 
Tabelle 2a: Chemische Eigenschaften der Drogen Amphetamin, Methamphetamin und MDMA. Neben den 
Charakteristika der „Rule of Five“ werden die Wirkmechanismen im Menschen kurz genannt. 
 Amphetamin Methamphetamin MDMA 
PubChem ID 3007 1206 1615 
Formel C9H13N C10H15N C11H15NO2 
Molekulargewicht 
[g/mol] 
135,21 149,23 193.24 
Vorkommen synthetisch 
WBD 1 
WBA 1 3 
logP 1,76 2,07 2,28 
Pharmakologie 
Stimuliert das Zentrale Nervensystem 
(ZNS) 
Bewirkt v.a. Freisetzung 
von Serotonin und 
Dopamin 
Referenzen [53,54] [53,55] [56,57] 
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Tabelle 2b: Chemische Eigenschaften der Drogen THC, Kokain und Benzoylecgonin. Neben den Charakteristika 
der „Rule of Five“ werden die Wirkmechanismen im Menschen kurz genannt. 
 THC Kokain Benzoylecgonin 
PubChem ID 16078 446220 448223 
Formel C21H30O2 C17H21NO4 C16H19NO4 
Molekulargewicht 
[g/mol] 
314,46 303,35 289,33 
Vorkommen Natürlich 
Hautabbauprodukt von 
Kokain 
WBD 1 0 1 
WBA 2 5 
logP 5,65 2,3 - 
Pharmakologie 
Bindet an CB 
Rezeptoren im 
ZNS und wirkt 
schmerzlindernd   
Erhöht Transmitter-
konzentrationen in 
dopamin- und 
noradrenalinsensiblen 
Rezeptoren 
Gebildet durch Hydrolyse 
von Kokain in der Leber 
durch Carboxylesterase 
Referenzen [58,59] [60–62] [63–65] 
 
Tabelle 2c: Chemische Eigenschaften der Drogen Methadon, Morphin und PCP. Neben den Charakteristika der 
„Rule of Five“ werden die Wirkmechanismen im Menschen kurz genannt. 
 Methadon Morphin PCP 
PubChem ID 4095 5288826 6468 
Formel C21H27NO C17H19NO3 C17H25N 
Molekulargewicht 
[g/mol] 
309,45 285,34 243,39 
Vorkommen Synthetisch Natürlich Synthetisch 
WBD 0 2 0 
WBA 2 4 1 
logP 3,93 0,89 3,63 
Pharmakologie 
Wirkt im ZNS und hat schmerzlindernde 
Effekte 
Wirkt als Antagonist des 
NMDA (N-Methyl-D-
Aspartat) Rezeptors und 
hat halluzinogene Effekte 
Referenzen [66–68] [69,70] [71,72] 
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Die Tabelle 2a-c sollen einen kurzen Überblick über die untersuchten Drogen ermöglichen. Die 
Tabellen zeigen, dass die Kriterien der genannten „Rule of Five“ erfüllt werden und, dass einige 
Eigenschaften, wie vorhandene WBD oder WBA, insbesondere innerhalb einer Substanzklasse 
sehr ähnlich sind.  
Generell wirken die genannten Drogen auf die Freisetzung von Neurotransmittern und einigen 
Signalwegen, z.B. über G-gekoppelte Proteine wie den cAMP-Signalweg [73]. Für einige 
Substanzen konnten spezielle Rezeptoren identifiziert werden, z.B. die CB-Rezeptoren 
(Cannabinoid) für THC [74,75]. Der Metabolismus konsumierter Drogen findet vor allem in 
der Leber über die Cytochrom P450 Enzyme statt [74,67]. Folgende pharmakologische 
Eigenschaften sind für die jeweiligen Substanzen bzw. Substanzklassen beschrieben [76,77]: 
• Amphetamine: Diese Gruppe gehört zu den Stimulantien und fördert damit die geistige 
und motorische Aktivität. Amphetamine fördern aktiv die Freisetzung von Dopamin, 
Norepinephrin, Epinephrin und Serotonin. Dadurch wird das sympathische 
Nervensystem stimuliert. Bei zu hoher Dosierung können u.a. visuelle Halluzinationen 
auftreten. Die Halbwertszeit beträgt 6 – 12 Stunden. Kernstationen des Metabolismus 
der Amphetamine ist eine aromatische Hydroxylierung und eine oxidative 
Deaminierung zu Benzoesäure. 
• Kokain: Kokain ist ein stimulierend wirkendes Alkaloid, welches zuerst 1855 aus der 
Pflanze Erythroxylon coca isoliert wurde. Seine Wirkung erhält Kokain durch die 
Blockierung der Wiederaufnahme von Dopamin, Serotonin und Norepinephrin. Die 
Halbwertszeit beträgt 30 – 90 Minuten. Das Hauptabbauprodukt Benzoylecgonin 
entsteht durch Hydrolyse.  
• THC: Tetrahydrocannabinol ist der psychoaktive Bestandteil der Pflanze Cannabis 
sativa. Die schnelle, schmerzlindernde Wirkung erreicht bereits nach etwa 15 – 30 
Minuten das Maximum und kann bis zu 3 Stunden anhalten. Der Abbau von THC führt 
über das aktive Hydroxy-THC und folgend über die inaktive THC-Carbonsäure.  
• Opiate: Das Opiat Morphin ist ein Alkaloid, welches als Grundbaustein anderer semi-
synthetischer Opioide wie Heroin dient. Seine schmerzlindernde Wirkung erreicht es 
durch die Nachahmung endogener Neurotransmitter. 
• Methadon: Methadon ist ein synthetisches Opioid welches in der Schmerz- bzw. 
Drogenersatztherapie verwendet wird. Die Halbwertszeit beträgt 15 – 55 Stunden, 
wobei ein schmerzlindernder Effekt nur 4 – 6 Stunden andauert.  
• PCP: Phencyclidin ist ein Halluzinogen, welches in den 1950er Jahren als Analgetikum 
entwickelt wurde. Durch die halluzinogene Wirkung wird es im chirurgischen Bereich 
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nicht mehr eingesetzt. Je nach Dosierung kann der Konsum von PCP vielfältige 
Auswirkungen haben. Dazu gehören schmerzlindernde Effekte und 
Verhaltensänderungen wie Euphorie oder Paranoia.  
Für alle genannten Substanzen gilt, dass ein langfristiger Konsum neben der Abhängigkeit zu 
einer Toleranz führt. Die oft damit verbundene Dosiserhöhung kann wiederum zu 
gesundheitlichen Schäden führen.  
Die chemischen Strukturen als ein weiteres Charakteristika werden in der folgenden Tabelle 3 
gezeigt. 
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Tabelle 3: Übersicht der chemischen Strukturen der verwendeten Drogen. Die Abbildungen wurden mit Hilfe des 
Programms ChemDraw erstellt. Die 2D-Darstellung und die 3D-Konformation sind unter der jeweiligen PubChem 
ID (Tabelle 2a-c) zu finden. 
Amphetamin 
 
Methamphetamin 
 
MDMA 
 
THC 
 
Kokain 
 
Benzoylecgonin 
 
Methadon 
 
Morphin 
 
PCP 
 
 
Wie bereits zuvor erwähnt, sind bei den verwendeten Substanzen einige strukturelle 
Gemeinsamkeiten gegeben. Ein gemeinsames Merkmal der hier gezeigten Substanzen ist das 
Vorkommen mindestens eines aromatischen Rings. Die Schwierigkeit einer Unterscheidung 
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innerhalb einer Substanzklasse wird vor allem an den Beispielen Amphetamin und 
Methamphetamin oder Kokain und Benzoylecgonin deutlich. Dazu muss z.B. das Fehlen einer 
Methylengruppe (CH2) erkannt werden. Dies kann immunologisch nur mit hoch spezifischen 
Antikörpern erreicht werden. Die Herstellung und Validierung solcher Antikörper soll in den 
folgenden Abschnitten kurz erläutert werden. 
 
1.4. Antikörper- und Konjugatherstellung 
Niedermolekulare Verbindungen rufen in der Regel keine Immunantwort in vivo hervor. Daher 
werden für eine Immunisierung diese Verbindungen an größere Trägermoleküle gekoppelt 
[43]. Häufig verwendete Trägermoleküle sind BSA (Bovines Serumalbumin) oder KLH 
(Schlitzschnecken-Hämocyanin). Um die Selektivität der späteren Antikörperproduktion zu 
verbessern, werden Linker, wie z.B. Anhydride oder Amine, zwischen Träger und den 
Molekülen eingesetzt. Die Kopplung von Molekülen an das Trägerprotein kann anschließend 
über EDC-NHS-Chemie erfolgen. Weiterhin sollten in der Konjugatherstellung folgende 
Punkte beachtet werden: Anzahl gekoppelter Moleküle und Position des Trägermoleküls. Das 
Trägermolekül sollte räumlich eine gewisse Entfernung zur chemischen Gruppe aufweisen, 
welche charakteristisch für die niedermolekulare Verbindung ist. Dadurch kann gewährleistet 
werden, dass ein Antikörper produziert wird, der spezifisch diese funktionelle Gruppe erkennt 
und keine Kreuzreaktivitäten zum Trägermolekül aufweist [78–80]. 
Diese Konjugate werden dann zur Immunisierung genutzt. Im Folgenden wird die 
Antikörperherstellung bei der Verwendung von Konjugaten beschrieben. Hierbei handelt es 
sich um die Herstellung monoklonaler Antikörper. Oft genutzte Tiere hierfür sind Mäuse. Nach 
einer initialen Immunisierung mit einer Lösung bestehend aus dem Konjugat und einem 
Adjuvanz werden nach 2 -3 Monaten zwei weitere Injektionen in einem Abstand von jeweils 6 
Wochen vorgenommen. Das Adjuvanz dient der Stimulierung der Immunantwort [81]. Die 
zusätzlichen Injektionen sollen die Produktion der durch die initiale Immunisierung 
entwickelten Antikörper fördern. Nach 5 – 6 Monaten nach der initialen Immunisierung wird 
das Blut und/oder die Milz des Versuchstieres entnommen. Aus diesem Material können 
abschließend die Antikörper gewonnen werden. Dazu wird das Material homogenisiert und 
nach mehrmaligen Waschen mit Myelomzellen zusammengeführt. Die Antikörper werden in 
den B-Lymphozyten produziert, welche in der Milz gebildet werden. Für eine bessere 
Überlebensrate der Zellen wird die Fusionierung der B-Lymphozyten mit Myelomzellen 
durchgeführt. Eine einfache und schnelle Methode zur Fusionierung ist die Elektrofusion. Die 
fusionierten Zellen werden in einem konditionierten Medium mit Selektionsmarker ausplattiert. 
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Nach abgeschlossener Selektion und Überführung in ein Normalmedium können die 
vorhandenen Klone über das gewünschte Antigen (Konjugat) selektiert [22,82,83] werden. Für 
eine detailliertere Beschreibung der Herstellung verschiedenster Antikörper sind weitere 
Publikationen heranzuziehen [22, 43]. 
Die Konjugate, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden, sind kommerziell erhältlich. Über die 
verwendete Kopplungsreaktion waren keine Angaben vom Hersteller erhältlich.  
 
1.5. Validierungsprozess 
Die Fähigkeit von Antikörpern eine hoch affine Bindung zu ihrem Analyten einzugehen, ist 
unbestritten. Ein großer Nachteil besteht jedoch darin, dass oft Kreuzreaktivitäten (strukturell 
ähnliche Konjugate) und unspezifische Bindungen (andere Testbestandteile wie Serum etc.) 
auftreten [84,85]. Dies bedeutet, dass jede Komponente in einem Experiment überprüft werden 
muss. Hinzukommt, dass zu kommerziell erhältlichen Antikörpern meist nur geringe 
Informationen bezüglich der Spezifität vorliegen.  
Folgende Aspekte sollten innerhalb einer Antikörpervalidierung überprüft werden [30,86]: 
• Ausschluss von unspezifischen Bindungen mittels Negativkontrollen: verwendete 
Puffer zum Ansetzen von Verdünnungen und Waschschritten, Trägermolekül (z.B. 
BSA) und die biologische Matrix (z.B. Serum). 
• Sofern ein sekundärer Antikörper zur Detektion verwendet wird: Sicherstellen der 
Interaktion von Analyt-spezifischem Antikörper und Detektionsantikörper 
• Überprüfung der Spezifität über weitere Konjugate/Analyten, welche im selben Kontext 
stehen, aber strukturell verschieden sein sollten.  
Erst sobald Kreuzreaktivitäten ausgeschlossen und die Spezifität sichergestellt wurde, kann ein 
Antikörper als validiert betrachtet und somit in weiteren Untersuchungen eingesetzt werden 
[87–89]. 
 
1.6. Zielsetzung 
Ziel dieser Arbeit war es, einen spezifischen Drogennachweis auf immunologischer Basis mit 
der Möglichkeit eines parallelen Nachweises mehrerer Substanzen zu etablieren. Zur 
Überprüfung wurden Drogen-positive Serumproben quantitativ mittels einem ELISA 
vermessen und mit der Referenzmethode GC-/LC-MS verglichen. Für die Etablierung eines 
parallelen Nachweises wurde ein Microarray aufgebaut. 
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Für die Etablierung des Nachweises wurden zunächst für die 9 Drogen Amphetamin, 
Methamphetamin, Methylenedioxymethamphetamin (MDMA), Tetrahydrocannabinol (THC), 
Phencyclidin (PCP), Methadon, Morphin, Kokain und Benzoylecgonin eine 
Antikörpervalidierung durchgeführt. Hauptaugenmerk lag auf einem spezifischen Nachweis 
des jeweiligen Drogen-BSA Konjugats ohne Kreuzreaktivitäten mit anderen Konjugaten bzw. 
Versuchskomponenten. Anschließend wurde eine Optimierung der Versuchsbedingungen und 
die Etablierung der Eichgeraden vorgenommen. Zur finalen Überprüfung des Nachweises 
wurden authentische Serumproben, welche vom Landeskriminalamt Berlin bereitgestellt 
wurden, vermessen und mit vorhandenen Ergebnissen aus Massenspektrometrie-Messungen 
verglichen. Für den parallelen Nachweis mehrerer Drogen mittels Microarray wurden die 
Konjugate auf funktionalisierte Objektträger immobilisiert. Damit sollte vor allem der 
Probendurchsatz erhöht und der Verbrauch an Antikörpern reduziert werden. 
Ziel war es unter Einhaltung aktueller Richtlinien einen sensitiven und spezifischen Nachweis 
zu etablieren, der vergleichbar zu bestehenden Massenspektrometrie Methoden ist. Eine 
aufwendige Probenvorbereitung und die Verwendung teurer und spezialisierter Geräte sollte 
dadurch vermieden werden. 
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2. Material und Methoden 
In den folgenden Tabellen werden die verwendeten Chemikalien, Drogen-BSA Konjugate, 
reine Drogen, Geräte und verwendete Antikörper aufgelistet (Tabelle 4 bis Tabelle 9). 
 
2.1. Chemikalien und Materialien 
Tabelle 4: Verwendete Materialien und Chemikalien. Zu allgemeinen Chemikalien zählen u.a. Natriumchlorid und 
Glycin etc.. Diese wurden von der Firma Merck bezogen. 
Materialien Hersteller 
30 %-Polyacrylamid Roth 
384-well-Mikrotiterplatten Genetix 
96-well-Multititerplatten (schwarz, Maxisorp) Nunc 
Agarose, LE, Analytical Grade Promega 
Ammoniumpersulfat (APS) Biorad 
Blotting-Grade Blocker nonfat dry milk Biorad 
Bovines Serum Albumin – aufgereinigt 
(10 mg/mL) 
New England Biolabs 
Bovines Serum Albumin Fraktion V Roth 
Chromatographiebögen (3 mm) Whatman Int. LTD. 
Coomassie Blue G250 Roth 
Epoxy-modifizierte Objektträger Eigenproduktion Fraunhofer IZI-BB 
Ethanolamin Carl Roth 
Grace Bio-Labs ProPlate® microarray system; 
16 Kammer-System 
Sigma-Aldrich 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder Thermo Scientific 
PonceauS-Lösung AppliChem 
PVDF-Membran Merck Millipore 
Standardserum I Lonza Walkersville Inc. 
Standardserum II UTAK Laboratories 
Standardserum III SeraCare Life Sciences 
TEMED Invitrogen 
Tween-20 Roth 
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2.2. Geräte 
Tabelle 5: verwendete Geräte mit Herstellern 
Geräte Hersteller 
Elektrophorese Gelkammern Hoefer 
Typhoon R3 Fluoreszenzscanner Amersham Bioscience 
Heizblock Eppendorf 
GenePix 4300A Microarray Scanner Molecular Devices 
iTwo 400 Spotter mit Piezo Nozzle M2-Automation 
Bio-Plex Pro™ Wash Station Biorad 
FLUOstar Omega Plattenreader BMG Labtech GmbH 
Rollenmischer Neolab 
Vakuumverpackungsmaschine Boss 
Multititerplattenschüttler Heidolph 
Western Blot-Apparatur Eigenbau MPI für molekulare Genetik - Berlin 
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2.3. Puffer 
Tabelle 6: eingesetzte Puffer [90] 
10xPBS 
pH 7,2-7,4 
1,37 M NaCl 
26,8 mM KCl 
78,1 mM Na2HPO4(H2O) 
14,7 mM KH2PO4 
10xTBE 89 mM Tris pH 8,3 
89 mM Borsäure 
20 mM Na2EDTA pH 8 
5xCCE-Puffer 1 M Tris pH 6,8 
5,7 % SDS 
14 % v/v Glycerol (87 %) 
7 % v/v β-Mercaptoethanol 
Spatelspitze Bromphenolblau 
Blotting-Puffer 4 mM Glycin 
4,8 mM Tris pH 8,5 
0,4 % v/v SDS 
20 % v/v analytischer Methanol 
Coomassie-Färbelösung 45 % v/v analytischer Methanol 
10 % v/v Eisessig 
0,25 % w/v Coomassie Blue G250 
5xSDS-Laufpuffer 623,25 mM Tris pH 8,3 
6,26 M Glycin 
0,5 % w/v SDS 
Karbonatpuffer 
pH 9,56 
28,6 mM Na2CO3 
72,13 mM NaHCO3 
Blockierungslösungen  
pH 9,0 
2 % v/v BSA 
0,05 % v/v Tween-20 
add 1xPBS 
50 mM Ethanolamin 
0,1 % v/v SDS  
add 0.1 M Tris 
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2.4. Drogen-BSA Konjugate und reine Drogen 
Tabelle 7: Drogen-BSA Konjugate der Firma Fitzgerald Industries inklusive Bestellnummer und Rate der 
konjugierten Droge pro BSA-Molekül 
Konjugat Bestellnummer Ratio Metabolit : BSA 
Amphetamin-BSA 80-IA22 25:1 
Methamphetamin-BSA 80-IM59 10:1 
MDMA-BSA 80-1044 10:1 
Methadon-BSA 80-IM55 10:1 
PCP-BSA 80-IP10 10:1 
THC-BSA 80-IT63 10:1 
Morphin-BSA 80-IM50 38:1 
Kokain-BSA 80-1034 10:1 
Benzoylecgonin-BSA 80-IB31 25:1 
 
 
Tabelle 8: Für die kompetitiven Versuche verwendete Drogen inklusive Hersteller. Alle Lösungen wurden in 
reinem Methanol und in einer Konzentration von 100 µg/mL geliefert. 
Droge Hersteller Bestellnummer 
Amphetamin Cerilliant Corporation A-011 
Methamphetamin 
Cerilliant Corporation 
LGC GmbH 
M-022 
LGCAMP0964.01-02 
MDMA Cerilliant Corporation M-011 
Methadon 
Cerilliant Corporation 
LGC GmbH 
M-019 
LGCAMP0531.08-02 
PCP LGC GmbH LGCAMP1358.80-02 
THC LGC GmbH LGCAMP1088.00-02 
Morphin LGC GmbH LGCAMP0037.09-02 
Kokain LGC GmbH LGCAMP1345.05-12 
Benzoylecgonin LGC GmbH LGCAMP1345.04-02 
 
2.5. Antikörper 
Bei der Auswahl der monoklonalen Antikörper (Tabelle 9) wurde wie folgt vorgegangen: 
Auswahl des Wirtsorganismus Maus, Verwendung des Immunogens Droge-BSA, Angaben 
über keine vorhandenen Kreuzreaktivitäten und geeignet für die Anwendung im ELISA. Da 
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nur ein sekundärer Antikörper verwendet werden sollte, war der Einsatz eines einzelnen 
Wirtsorganismus nötig. 
 
Tabelle 9: verwendete primäre (monoklonale) und sekundäre (polyklonale) Antikörper 
Antikörper Hersteller Bestellnummer ID 
Anti-Amphetamin 
Fitzgerald Industries 10-A44E A1 
Acris Antibodies GmbH AM31389PU-N A2 
Hybrotec GmbH Auftragsproduktion A3 – A4 
Anti-
Methamphetamin 
Fitzgerald Industries 10-M25E Me1 
Abcam plc ab47866 Me2 
Selective Antibodies Limited METH267220238 Me3 
Hybrotec GmbH Auftragsproduktion Me4 – Me12 
Anti-MDMA Acris Antibodies GmbH AM31585PU-N MD1 
Anti-Methadon Fitzgerald Industries 10-M01B Mt1 
Anti-PCP 
Acris Antibodies GmbH BM680 P1 
Abcam plc ab20457 P2 
Anti-THC 
Acris Antibodies GmbH BM2701 T1 
Hybrotec GmbH Auftragsproduktion T2 – T3 
Anti-Morphin 
Fitzgerald Industries 10-M18G Mo1 
Abnova MAB1544 Mo2 
Abcam plc ab23357 Mo3 
Anti-Kokain 
Fitzgerald Industries 10-1030 K1 
Bioss BSM-2117M K2 
Hybrotec GmbH Auftragsproduktion K3 – K6 
Anti-
Benzoylecgonin 
Acris Antibodies GmbH BM2584 B1 
Anti-Maus IgG 
Alexa Fluor® 555 
Thermo Fisher Scientific A-21422 
 
Anti-Maus IgG 
Alexa Fluor® 594 
Thermo Fisher Scientific A-11020 
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2.6. Bereitgestellte Serumproben vom Landeskriminalamt Berlin 
Die Serumproben (Tabelle 10) dienten der Verifizierung der etablierten Methodik. Diese 
wurden mindestens 3 Jahre gelagert und der Gehalt an Drogen mittels einer 
massenspektrometrischen Anwendung quantifiziert. In der folgenden Übersicht soll zunächst 
ein grober Überblick über vorhandene Proben gegeben werden. 
 
Tabelle 10: Bereits einmal vermessene und gelagerte Drogen-positive Serumproben. Es wurde meist neben der 
gemessenen Droge das Messjahr, die Messmethode und ein Konzentrationsbereich angegeben. (k.A. = keine 
Angaben) 
Droge Messjahr Messmethode 
Konzentrationsbereich 
[ng/mL] 
Probenanzahl 
MDMA 2012 GC-MS 0 – 250 12 
Methadon k.A. LC MS-TOF Nur qualitativ 12 
THC 2012 k.A. 0 – 27 20 
Morphin 2012 GC-MS 0 – 40 14 
Kokain 2012 GC-MS 0 – 330 9 
Benzoylecgonin 2012 GC-MS 0 – 510 11 
 
2.7. Methoden 
2.7.1. SDS-PAGE 
Bei einer SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese) werden 
Proteine in denaturierter Form auf ein Polyacrylamidgel (Tabelle 11) aufgetragen und in einem 
elektrischen Feld ihrer Größe nach aufgetrennt.  
Die Denaturierung der Proben erfolgte durch Zugabe von 5xCCE-Puffer und anschließendem 
Aufkochen für 5 Minuten bei 95 °C. Die Polyacrylamidgele wurden in Hoefer-Kammern 
eingespannt und SDS-Laufpuffer wurde sowohl in die obere, als auch in die untere 
Pufferkammer gegeben. Die Elektrophorese wurde beendet sobald die Lauffront das Ende des 
Trenngels erreicht hat. Für die Detektion der Proteinbanden wurde das Gel für 5 Minuten mit 
Coomassie-Lösung gefärbt und mit Wasser entfärbt. 
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Tabelle 11: Zusammensetzung der verwendeten SDS-PAGE (Volumen für 6 Gele) 
SDS-PAGE (8 % Polyacrylamid) 
Trenngel 
18,5 mL A. bidest 
10,7mL 30 %-Polyacrylamid 
10 mL 1,5 M Tris pH 8,8 
400 μL 10 %-SDS 
400 μL 10 %-APS 
20 μL TEMED 
Sammelgel 
13,6 mL A. bidest 
3,4 mL 30 %-Polyacrylamid 
2,5 mL 1,5 M Tris pH 6,8 
200 μL 10 %-SDS 
200 μL 10 %-APS 
40 μL TEMED 
 
2.7.2. Western Blot (semi-dry) 
Ein Western Blot dient dem immunologischen Nachweis von Proteinen. Dazu werden Proteine 
elektrophoretisch von einem SDS-PAGE auf eine Membran übertragen. Die gängigsten 
Membranen bestehen aus Nitrocellulose oder PVDF (Polyvinylidenfluorid). Beide Sorten sind 
in ihrer Sensitivität vergleichbar. PVDF-Membranen werden vor dem Blotten mit mindestens 
70 %-Alkohol aktiviert. Der überschüssige Alkohol muss durch Waschen mit Blotting Puffer 
wieder aus der Membran gewaschen werden.  
Bei dem semi-dry Western Blot wird das zu blottende Gel und eine Membran zwischen mit 
Blotting Puffer angefeuchteten Filterpapieren gelegt (Abbildung 7). In Abhängigkeit der 
Gelgröße wurde die Stromstärke (1,2 mA/cm2) für 90 Minuten angelegt, wobei die Proteine auf 
die Membran übertragen wurden. 
 
 
Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines semi-dry Western Blots 
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Der Blotvorgang wurde durch die reversible Färbung der Proteine für 5 Minuten mit PonceauS 
überprüft. Nach dem Entfärben mit PBS-T (PBS + 0,05 % Tween-20) erfolgte die Blockierung 
der freien Bindestellen auf der Membran mit 10 %-Milchpulverlösung in PBS-T für eine Stunde 
bei Raumtemperatur, um unspezifische Bindungen der Antikörper zu vermeiden. Nach dem 
Blocken der Membran und zwischen den Antikörperinkubationen wurde die Membran jeweils 
für 5 Minuten mit PBS-T gewaschen. Die Inkubation mit dem primären Antikörper (1:1.000), 
welcher spezifisch an sein Antigen bindet, und dem sekundären Antikörper (1:1.000) erfolgte 
in PBS-T mit 1 % Milchpulver für 90 Minuten bei 4 °C. Nach erneutem Waschen mit PBS-T 
erfolgte die Detektion. Die verwendeten sekundären Antikörper waren mit dem 
Fluoreszenzfarbstoff Alexa 555 konjugiert. Der fluoreszenzmarkierte sekundäre Antikörper 
erlaubte eine direkte Detektion mit Hilfe eines Fluoreszenzscanners (em 565 nm/ ex595 nm). 
In einem Einzelversuch wurde der Fluoreszenzfarbstoff Alexa 594 verwendet, welche an dem 
Scanner mit em 655 nm/ ex685 nm dokumentiert wurde. 
 
2.7.3. ELISA 
2.7.3.1. ELISA 
Der ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) ist ein immunologischer Nachweis und 
zeichnet sich im Gegensatz zu Blot-Verfahren durch eine größere Sensitivität und der 
Möglichkeit zu quantifizieren aus.  
Alle Inkubations- und Waschschritte erfolgten bei Raumtemperatur. Für die Immobilisierung 
wurden die nachzuweisenden Analyten in Karbonatpuffer verdünnt (Gesamtvolumen 200 µL) 
und über einen Zeitraum von zwei Stunden in einer 96-well-Multititerplatte auf einem Schüttler 
inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS-T (PBS + 0,05% Tween-20) wurde für eine 
Stunde mit PBS-T mit 2 % BSA blockiert und erneut mit PBS-T gewaschen. Der 90-minütigen 
Inkubation mit dem primären Antikörper (1:1.000) folgte die Inkubation mit dem sekundären 
Antikörper (1:1.000) für 60 Minuten, wobei zwischen den Inkubationsschritten mit PBS-T 
gewaschen wurde. Nach dem Waschen erfolgte der Nachweis des sekundären Antikörpers 
(Abbildung 8). 
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines ELISAs. Die Drogen-BSA Moleküle werden in einer MTP 
immobilisiert und nach dem Blocken mit spezifischen primären und markierten sekundären Antikörpern detektiert. 
 
Der fluoreszenzmarkierte sekundäre Antikörper wurde nach einem anschließenden 
Waschschritt direkt am Plattenreader ausgelesen (em 565 nm/ ex 595 nm). Die 
nachzuweisenden Proben wurden immer in Triplikaten in verschiedenen Konzentrationen 
eingesetzt. Zusätzlich wurden folgende Kontrollen verwendet:  
• BSA als Negativkontrolle in den selben Konzentrationen wie die Drogen-BSA-
Konjugate 
• Serum um Interaktionen der Antikörper mit Serumbestandteilen zu detektieren 
(Kreuzreaktivität und unspezifischer Hintergrund)  
• der primäre Antikörper in einer 1:1.000-Verdünnung als Positivkontrolle für den Assay 
• Karbonatpuffer zur Hintergrundkorrektur. 
Für die Auswertung wurde von den Triplikaten der Mittelwert gebildet und der Mittelwert der 
Hintergrundsignale (Puffer) abgezogen. 
 
2.7.3.2. Kompetitiver ELISA 
Ziel der Etablierung eines kompetitiven ELISA war die quantitative Analyse von Drogen-
positiven Serumproben. Dazu wurde zunächst eine Eichgerade erstellt. Das generelle Schema 
ist wie bei dem zuvor beschriebenen direkten ELISA (s. Abschnitt 2.7.3.1). Ab dem 
Inkubationsschritt mit dem spezifischen primären Antikörper unterschieden sich die Protokolle. 
Bei dem kompetitiven Ansatz wurde zur Erstellung einer Eichgeraden ein Gemisch bestehend 
aus Serum, primären Antikörper und einer definierten Konzentration Droge hergestellt. Diese 
Lösung wurde für einen kurzen Zeitraum (10 - 30 Minuten) auf einem Schüttler inkubiert und 
anschließend in die jeweilige Kavität der MTP gegeben. Nach der folgenden Inkubation mit 
dem sekundären Alexa-Fluor 555 markierten Antikörper wurde die Platte mit Hilfe eines 
Fluoreszenzreaders ausgelesen. Die Abbildung 9 zeigt einen schematischen Aufbau eines 
kompetitiven ELISAs. 
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Abbildung 9: Schematischer Aufbau eines kompetitiven ELISAs. Die Drogen-BSA Moleküle werden in einer 
MTP immobilisiert und anschließend mit spezifischen primären Antikörpern und freier Droge inkubiert. Der 
Nachweis erfolgt über einen markierten sekundären Antikörper. 
 
Da ein kompetitiver Ansatz verwendet wurde, nimmt mit steigenden Drogenkonzentrationen 
die Signalstärke ab, d.h. die Messwerte verhalten sich invers proportional zur 
Drogenkonzentration. Es wurden bis zu 10 verschiedene Drogenkonzentrationen jeweils in 
Triplikaten verwendet, um eine verlässliche Eichgerade zu erhalten. Als Positivkontrollen 
wurden die beiden Antikörper und als Negativkontrollen unverdünntes Serum und der 
Karbonatpuffer (Puffer ebenfalls in Triplikaten) mitgeführt. Der Mittelwert des Puffers wurde 
als Hintergrund gesetzt und von den Mittelwerten der Eichgerade subtrahiert. Für die 
Quantifizierung vom Landeskriminalamt bereitgestellter Serumproben wurden diese 
unverdünnt mit dem jeweiligen primären Antikörper versetzt, unter Schütteln 10 Minuten 
inkubiert und anschließend in eine mit Drogen-BSA Konjugat beschichtete Kavität gegeben. 
Diese Serumproben wurden ebenfalls in Triplikaten vermessen. Zur Bestimmung der 
Konzentration wurde der Messwert als y in die ermittelte Eichgerade (Formel: y = mx + n) 
eingesetzt. Dazu wurde nur der lineare Bereich der Eichgeraden verwendet. 
 
2.7.3.3. Kompetitiver ELISA mit Drogen- oder Antikörpermix 
Um die Stabilität des Drogennachweises zu testen und die generelle Machbarkeit eines 
parallelen Nachweises zu untersuchen, wurden während der Inkubation mit dem primären 
Antikörper verschiedene Drogen mit dem zu untersuchenden drogenspezifischen Antikörper 
oder eine Droge mit unterschiedlichen primären Antikörper eingesetzt. Bei dem Drogenmix 
wurden dazu alle neun in dieser Arbeit verwendeten Drogen in der gleichen 
Konzentrationsreihe hinzugegeben. Dies bedeutet, dass bei einer angegebenen kompetitiven 
Drogenkonzentration von 100 ng/mL, jeweils jede Droge in dieser Menge appliziert wurde und 
damit letztendlich eine Gesamtkonzentration von 900 ng/mL Drogen erreicht wurde. Dieser 
Ansatz sollte zeigen, inwiefern der jeweilig untersuchte primäre Antikörper aus einem 
komplexen Gemisch seinen Analyten binden konnte. Ein weiterer Ansatz war die 
Untersuchung, ob der Einsatz eines Gemisches aus mehreren drogenspezifischen Antikörpern 
Einfluss auf das Messergebnis hat. Dazu wurden die primären Antikörper in ihrer jeweiligen 
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Verdünnung zum Serum und der freien Droge gegeben. Wenn kein Effekt zu beobachten ist, 
könnte für einen späteren Test ein Master-Mix der primären Antikörper verwendet werden, was 
zu einer Vereinfachung des Protokolls und Minimierung der verschiedenen Lösungen führen 
würde. Bei beiden Ansätzen wurde ein direkter Vergleich mit dem kompetitiven ELISA 
angestellt. Zusätzlich wurden die Versuche mindestens einmal wiederholt. 
 
2.7.3.4. Bestimmung der Antikörperspezifität im ELISA-Format 
Zusätzlich zum weit verbreiteten Western Blot wurde das Prinzip in eine MTP übertragen. 
Dadurch konnten die Erkenntnisse aus den Western Blot Experimenten bestätigt bzw. erweitert 
werden. Zusätzlich können mit diesem Ansatz bis zu 8 Antikörper gleichzeitig in kürzerer Zeit 
hinsichtlich ihrer Spezifität getestet werden. Dazu wurden von jedem der 9 Drogen-BSA 
Konjugate 500 ng in der MTP immobilisiert. Zusätzlich wurde der zu testende Antikörper 
(500 ng) als Positivkontrolle und BSA (ebenfalls 500 ng) und Serum als Negativkontrollen 
immobilisiert. Anschließend wurde eine Inkubation mit dem verdünnten primären Antikörper 
in Serum oder in 2 % BSA in PBS-T durchgeführt. Nach anschließender Detektion über den 
Alexa Fluor 555 gelabelten sekundären Antikörper wurde die Platte ausgelesen. Als 
Hintergrund wurde der Wert des Karbonatpuffers genommen. Anhand der Messwerte konnte 
eine Aussage über die Spezifität des untersuchten Antikörpers getroffen werden. Auf 
Grundlage dieser Ergebnisse wurde der Antikörper entweder verworfen oder im ELISA 
weiterverwendet. 
 
2.7.3.5. ELISA mit Drogen-positiven Serumproben zur Immobilisierung 
Parallel zu den oben beschriebenen ELISA-Methoden wurden darauf basierend andere 
Strategien getestet. Dies diente der Ergänzung der verwendeten Techniken und dem Versuch 
eine Methode zu etablieren bei der mit steigender Drogenmenge auch ein zunehmendes Signal 
einhergeht.  
Es wurde überprüft, ob die Lösung bestehend aus Serum und reiner Droge zur Immobilisierung 
für einen ELISA genutzt werden kann. Nach der Beschichtung von 2 Stunden, wurde für 
60 Minuten mit 2 % BSA blockiert. Nach der Inkubation mit dem primären Antikörper folgte 
der Nachweis mit dem markierten sekundären Antikörper. Alle Inkubationsschritte fanden bei 
Raumtemperatur auf einem Schüttler statt. Zwischen den Schritten wurde jeweils dreimal mit 
PBS-T gewaschen. Die Dokumentation erfolgte am Plattenreader (em 565 nm/ ex 595 nm). 
 46 
Jede Probe wurde in Triplikaten vermessen, von dessen Intensitäten der Mittelwert und die 
Standardabweichung ermittelt wurde.  
 
2.7.4. Herstellung und Prozessierung eines Microarrays 
Der Microarray ist eine Methode, um eine große Datenmenge bei einem geringen Einsatz an 
Material zu erhalten. Um den Durchsatz eines Drogentests und die parallele Detektion mehrerer 
Drogen zu ermöglichen, wurde der kompetitive Ansatz auf modifizierte Glas-Objektträger 
übertragen. Dazu wurden Epoxy-modifizierte Objektträger, welche vor Ort hergestellt wurden, 
verwendet. Für die Immobilisierung der Proben auf den Objektträgern wurde ein non-contact 
Spotter mit einer Piezo-Nozzle verwendet. Dieses System erlaubt die Abgabe sehr geringer 
Volumina und damit die Erhöhung der Probendichte auf der Oberfläche. Vor dem Spotvorgang 
wurden jeweils 40 µL der Proben in eine 384-well-MTP gegeben. Jedes Drogen-BSA Konjugat, 
die jeweiligen primären Antikörper (1:100), Karbonatpuffer, BSA (1 µg/mL), Serum (1:500) 
und der sekundäre fluoreszenzmarkierte Antikörper (1:100) wurden immobilisiert. Die 
Konzentration der Konjugate orientierte sich am Protokoll der kompetitiven ELISAs, d.h. die 
eingesetzten Mengen lagen zwischen 100 ng/mL (THC-BSA) und 1 µg/mL (MDMA-BSA). 
Das Standardserum wurde hier verdünnt eingesetzt, da sonst durch die hohen Proteinmengen 
die Düse der Nozzle verstopfen würde. Der Spotter wurde so programmiert, dass pro 
Objektträger 16 identische Felder gespottet wurden. In jedem Feld wurde der sekundäre 
Antikörper in 3 von 4 Ecken immobilisiert, um als Marker für die Orientierung und für die 
Qualitätskontrolle zu fungieren. Pro Feld wurden bis zu 100 Analyten immobilisiert, wobei jede 
Probe mindestens als Triplikat mitgeführt wurde. In der Abbildung 10 ist der schematische 
Aufbau eines Objektträgers dargestellt. 
 
 
Abbildung 10: Aufbau eines Objektträgers. Auf der Oberfläche werden 16 identische Felder immobilisiert. In 3 
von 4 Ecken wurde der fluoreszenzmarkierte sekundäre Antikörper (grün) als Qualitätskontrolle und für die 
Orientierung immobilisiert. Pro Feld können bis zu 100 Proben immobilisiert werden. Dazu gehören die Drogen-
BSA Konjugate (braun), Negativkontrollen, wie z.B. Karbonatpuffer (blau), und primäre Antikörper (schwarz). 
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Die Einstellungen der Nozzle wurden so festgelegt, dass ein einzelner Tropfen ein Volumen 
von 150 pL hatte. Pro Analyt wurden 10 Tropfen abgegeben, was zu einem Gesamtvolumen 
von 1,5 nL pro Spot führte. Zwischen den einzelnen Proben wurde die Nozzle von außen und 
innen gespült/gewaschen, um eine Verschleppung von Probenmaterial zu verhindern. Die erste 
und letzte abgegebene Probe war der Karbonatpuffer, um potentielle Verschleppungen der 
Proben zu detektieren. Wurde während der Versuche die gleiche Signalintensität gemessen, 
konnte davon ausgegangen werden, dass keine Kontamination stattfand. Sobald der 
Spotdurchgang abgeschlossen war, wurden die Slides dokumentiert, um die Qualität der 
Eckpunktmarker zu kontrollieren. Nach der Dokumentation wurden die Objektträger Vakuum-
verschweißt und mindestens über Nacht bei 4 °C gelagert. Sobald ein Objektträger für 
Experimente verwendet werden sollte, wurde dieser aus der Verpackung entnommen, mit PBS-
T gewaschen und in die 16-Kammer-Systeme gespannt. Diese wurden dazu verwendet, um für 
jedes gespottete Feld einen Inkubationsraum zu schaffen. Dadurch konnten pro Objektträger 16 
verschiedene Versuchsbedingungen getestet werden. Die Abbildung 11 zeigt ein solches 
System. 
 
      
Abbildung 11: 16-Kammer-System der Firma Sigma-Aldrich. Das Kammersystem wird auf die bespottete 
Oberfläche des Objektträgers gelegt und mit den 2 Klammern fixiert und damit gleichzeitig abgedichtet. 
 
Als nächster Schritt folgte die Absättigung freier Bindestellen mit einem Blockierschritt für 
60 Minuten. Es wurden verschiedene Blockierlösungen getestet: 2 % BSA, unverdünntes 
Serum und Ethanolamin. Anschließend wurden die Kammern für 90 Minuten mit dem primären 
Antikörper inkubiert. Sofern nicht anders beschrieben, wurde der jeweilige Antikörper in einer 
1:100-Verdünnung eingesetzt. Die Verdünnung wurde in PBS-T oder in Serum hergestellt. 
Abschließend folgte die Inkubation mit dem sekundären fluoreszenzmarkierten Antikörper für 
60 Minuten in einer 1:1.000-Verdünnung in PBS-T. Nachdem der Objektträger aus der 
Halterung entfernt und getrocknet wurde, wurde das Ergebnis dokumentiert. Nach jedem 
Inkubationsschritt wurde viermal mit PBS-T gewaschen. Der komplette Versuch wurde bei 
Klammer 
 
Inkubationskammer 
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Raumtemperatur auf einem Schüttler bei 650 rpm durchgeführt. Die Dokumentation der 
Microarrays wurde mit einem Fluoreszenzscanner von Molecular Devices durchgeführt, 
welcher eine hochauflösende Bilddatei liefert. Es wurde der grüne Laser (Transmissionsfilter 
: 550 nm – 600 nm), mit 40 % Stärke, 400 PMT (Photomultiplier) und eine Auflösung von 
10 µm verwendet. Die Auswertung der Bilder wurde mit GenePix Pro 7 durchgeführt. Mit Hilfe 
der Software können die einzelnen Felder markiert werden. Anschließend berechnet das 
Programm die Signalintensitäten, sowie den lokalen Hintergrund und einige statistische Werte 
wie u.a. den Mittelwert, Median, Standardabweichung und das Signal-zu-Rauschen-Verhältnis. 
 
2.7.5. Nachweis über Aptamere 
Neben einem immunologischen Nachweis wurde versucht, Kokain mittels Aptamere zu 
detektieren. Aptamere sind kurze einzelsträngige Oligonukleotide. Die hier verwendeten 
Sequenzen stammen aus der Publikation von Cekan et al. [91]. Methodisch erfolgte der 
Nachweis anhand eines EMSAs (Electro Mobility Shift Assay). Dabei werden die Aptamere 
(DNA) mit steigenden Mengen Analyt inkubiert. Bei einer Interaktion bilden sich Komplexe, 
welche auf einem Agarosegel ein verändertes Laufverhalten aufweisen sollten. Dazu wurde 
5 pmol des Aptamers mit steigenden Mengen Kokain inkubiert. Die Mengen an Kokain wurden 
so gewählt, dass zunächst ein Verhältnis zwischen DNA und Kokain von 1:1 herrschte und 
dann schrittweise bis 1:100 erhöht wurde. Die einzelnen Ansätze wurden für 30 Minuten bei 
25 °C inkubiert und anschließend mit Glycerin versetzt und auf ein 1,5 % Agarose-Gel 
aufgetragen. Als Laufpuffer wurde 0,5xTBE und als Spannung 70 V gewählt. Die 
Dokumentation erfolgte mittels eines Fluoreszenzscanners (em 565 nm/ ex 595 nm). 
 
2.7.6. Statistik 
Jede Probe wurde in einem unabhängigen Versuch als Triplikat vermessen. Von diesen Werten 
wurde der Mittelwert/Median gebildet. Zusätzlich zum Mittelwert bzw. Median wurde für jede 
Probe mit den drei Messwerten die Standardabweichung ermittelt. Diese soll Auskunft über die 
Zuverlässigkeit der jeweiligen Messwerte geben. Bei ausreichend vorhandenen Messwerten 
wurde zusätzlich der Variationskoeffizient berechnet. Damit können Aussagen über die 
Reproduzierbarkeit getroffen werden. 
Signale wurden als positiv bewertet, sobald ein Signal-zu-Rauschen-Verhältnis (SNR-
Verhältnis) von 3 erreicht wurde. Das SNR-Verhältnis ergibt sich aus dem Mittelwert des 
Puffers addiert mit dessen dreifacher Standardabweichung. 
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Bezüglich der Bewertung der Ergebnisse wurden die Richtlinien der GTFCh und der 
Bundesärztekammer hinzugezogen. In diesen Richtlinien werden Vorgaben bezüglich der 
Grenzwerte, der Standardabweichung und der Reproduzierbarkeit festgelegt. 
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3. Ergebnisse 
Im Folgenden werden die Ergebnisse dargestellt. Um die Übersichtlichkeit zu verbessern, wird 
sich an folgender Abbildung 12 orientiert. Diese stellt die zu beachtenden Punkte einer 
Antikörpervalidierung dar. Da die Spezifität der Antikörper ausschlaggebend für die Qualität 
eines immunologischen Nachweises ist, wurde viel Wert auf die Analyse derselben gelegt. 
Zusätzlich wurde der Einfluss des Probenmaterials, in diesem Fall Serum, untersucht, um 
Einflüsse auf das Messergebnis ausschließen zu können. Nach der Optimierung der 
Versuchsbedingungen, wie z.B. eingesetzte Antikörpermengen, wurde der im ELISA etablierte 
Ansatz auf Microarrays übertragen. Dies diente der Erhöhung des Probendurchsatzes und der 
Möglichkeit mehrere Proben bzw. Drogen parallel vermessen zu können. 
 
 
Abbildung 12: Schematische Darstellung des Arbeitsablaufs. Zunächst werden die Antikörper auf einen 
spezifischen Nachweis ihres Analyten untersucht. Mit diesen Antikörpern wird der Einfluss des Probenmaterials 
(Serum) auf die Messung und Reagenzien überprüft. Anschließend werden die Versuchsbedingungen wie z.B. 
Antikörpermenge optimiert und vom LKA bereitgestellte Proben vermessen. Für einen parallelen Nachweis wurde 
der ELISA auf einen Microarray übertragen. Die erzielten Ergebnisse beider Methoden werden miteinander 
verglichen. 
 
Da mit einer Vielzahl verschiedener Analyten bzw. Antikörpern gearbeitet wurde, werden in 
diesem Abschnitt Ergebnisse exemplarisch dargestellt. Der Vollständigkeit halber werden alle 
übrigen Ergebnisse im Anhang gezeigt. 
 
3.1. Alternative Versuchsansätze zum Drogennachweis 
Neben kompetitiven ELISAs stehen Alternativen zum Drogennachweis zur Verfügung. Dazu 
gehört die Verwendung von Aptameren. Diese Alternative hat den Vorteil, dass bei einem 
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positiven Drogenbefund steigende Signale messbar sind. Die Verwendung von Aptameren 
bietet den Vorteil, dass diese relativ schnell und günstig hergestellt werden können. Durch die 
Synthese (SELEX-Verfahren) können Modifizierungen in die Sequenz eingebaut werden und 
es wird auf Tierversuche bei der Herstellung verzichtet. 
 
3.1.1. Aptamere 
Zunächst wurde der Drogennachweis über Aptamere getestet (Abbildung 13). Dazu wurden 
zwei verschiedene Aptamere mit steigenden Mengen freiem Kokain inkubiert und anschließend 
auf ein Agarosegel aufgetragen. 
 
 
 
Abbildung 13: Ergebnis eines Nachweises von Kokain über ein Aptamer. 5 pmol des Aptamers wurden mit 
steigenden Mengen freien Kokains inkubiert bis ein Verhältnis von 1:50 erreicht war. Das Agarosegel wurde 
nachträglich mit einem Fluoreszenzfarbstoff angefärbt. 
 
Die Abbildung 13 zeigt das Gelbild einer Inkubation von Kokain mit dem Aptamer I (5‘- 
6FAM-GAC AAG GAA AAT CCT TCA ATG AAG TGG GTC). Das Gelbild der Inkubation 
mit Aptamer II befindet sich im Anhang (Abbildung 55). Bilden das Aptamer I und das freie 
Kokain einen Komplex, sollte sich dessen Laufverhalten im Agarosegel auf Grund von 
Strukturveränderungen verändern. Auf dem Bild sind Banden für das Aptamer I in 
vergleichbaren Intensitäten in allen Spuren zu erkennen. Es konnten keine Komplexe aus 
Aptamer I und Droge nachgewiesen werden. Da die freie Droge in einem bis zu 50-fachen 
Überschuss zum Aptamer I eingesetzt wurde, wurde der Nachweis als nicht erfolgreich 
bewertet. 
 
 
 
 
   0   5   10   25   50  100  250 pmol Kokain 
freie DNA 
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3.1.2. Alternative ELISA-Strategien: Serum zur Immobilisierung 
Als weiterer Ansatz wurde gespiktes Serum zur Immobilisierung verwendet (Abbildung 14). 
Dazu wurde Serum mit 1 µg/mL reinem MDMA versetzt und in die MTP gegeben. 
Anschließend wurden die Antikörperinkubationen durchgeführt. Ziel war es herauszufinden, 
ob Drogen-positive Seren, wenn diese zur Immobilisierung genutzt werden, einen direkten 
Nachweis mittels einem ELISA erlauben. 
 
 
Abbildung 14: Nachweis von MDMA nach Immobilisierung von gespikten Serum. Dem Serum wurde 1µg/mL 
reines MDMA hinzugegeben. Anschließend erfolgte die Inkubation mit dem Antikörper MD1 und dem 
sekundären Antikörper. 
 
Das Ergebnis zeigt, dass ein Nachweis von Drogen in Serum, wenn dieses zur Immobilisierung 
verwendet wird, nicht möglich ist. Das Signal des gespikten Serums (Serum + Standard) 
entspricht den Signalen der Negativkontrollen, wie z.B. dem Puffer oder Serum. Anhand dieser 
Ergebnisse wurde dieser Ansatz ebenfalls verworfen. 
Anhand der in diesem Abschnitt gezeigten Ergebnisse (Abbildung 13 und Abbildung 14) wurde 
der Fokus auf einen immunologischen Nachweis gesetzt. Dies bedeutet, dass eine 
Quantifizierung mit Hilfe eines kompetitiven ELISAs bewerkstelligt werden sollte. Dafür 
wurde zunächst eine intensive Qualitätskontrolle der Antikörper durchgeführt. Diese diente vor 
allem der Überprüfung der Spezifität, aber auch der Sensitivität der verwendeten Antikörper. 
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3.2. Qualitätskontrolle der Antikörper und Drogen-BSA Konjugate 
Die Qualitätskontrolle der verwendeten Antikörper wurde mittels zwei Methoden durchgeführt. 
Die Versuche dienten zur Qualitätskontrolle der getesteten Antikörper bezüglich ihrer 
Spezifität. Bei neu gelieferten Antikörpern wurde auf die Vergleichbarkeit mit vorigen 
Ergebnissen geachtet. Dies traf auch auf Lösungen aus demselben Batch zu. 
 
3.2.1. SDS-PAGE und Western Blot 
Zunächst wurde standardmäßig ein Western Blot durchgeführt. Dazu wurden die 9 Drogen-
BSA Konjugate bzw. die primären Antikörper und die Negativkontrollen Serum und BSA auf 
eine SDS-PAGE aufgetragen. Nach dem Übertrag auf eine PVDF-Membran und der 
Überprüfung des Transfers durch eine PonceauS-Färbung wurden freie Bindestellen auf der 
Membran abgesättigt. Anschließend erfolgte die Inkubation mit den zu untersuchenden 
primären Drogen-spezifischen Antikörper und die Detektion mit dem fluoreszenzmarkierten 
sekundären Antikörper. Zur Kontrolle der Konjugate und der primären Antikörper wurden die 
SDS-PAGE zusätzlich mit Coomassie angefärbt (Abbildung 15). 
 
    
Abbildung 15: Eine Coomassie gefärbte SDS-PAGE der primären Antikörper: M = Marker; 1 = Amphetamin-AK; 
2 = Methadon-AK; 3 = Morphin-AK; 4 = Kokain-AK; 5 = THC-AK; 6 = Methamphetamin-AK; 
7 = Benzoylecgonin-AK; 8 = PCP-AK; 9 = MDMA-AK; 10 = HRP-AK; 11 = BSA; 12 = Serum (1:10). Pro Spur 
wurden 300 ng aufgetragen. 
 
Es sind sowohl die schwere (50 kDa) und die leichte (25 kDa) Ketten der primären Antikörper 
in Abbildung 15 zu erkennen. Diese sind jedoch in unterschiedlicher Intensität sichtbar, obwohl 
die Antikörper konzentrationsnormiert (jeweils 300 ng) eingesetzt wurden. Neben den 
distinkten Banden ist in Spur 12, in der das Serum aufgetragen wurde, eine deutliche Bande 
durch das humane Albumin zu erkennen. Die unterschiedlichen Intensitäten könnten darauf 
hinweisen, dass nicht alle Antikörper als Gesamtmolekül aus leichter und schwerer Kette 
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vorliegen. Um die Qualität der primären Antikörper und um einen geeigneten sekundären 
Antikörper auszuwählen, wurde eine solche SDS-PAGE auch zum Blotten verwendet. Es 
wurden sekundäre Antikörper, die mit unterschiedlichen Alexa-Farbstoffen konjugiert sind und 
in verschiedenen Wellenlängen ausgelesen werden können, getestet. Die Auswahl der 
Farbstoffe erfolgte nach den vor Ort existierenden Auslesegeräten. Ziel war es, einen 
sekundären Antikörper auszuwählen, der sowohl die leichte, als auch die schwere Kette des 
Antikörpers erkennt, um eventuell eine bessere Sensitivität zu erreichen. Weiterhin sollten alle 
verwendeten primären Antikörper gleichmäßig erkannt werden. Abbildung 16 zeigt das 
Ergebnis eines Western Blots für sekundäre Antikörper, welche mit den Farbstoffen Alexa 555 
und Alexa 594 markiert waren. 
 
         
Abbildung 16: Nachweis getesteter primärer Antikörper mittels sekundären fluoreszenzmarkierten Antikörper. Es 
wurden 2 Antikörper mit verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen getestet. a) Alexa Fluor 555 und b) Alexa Fluor 
594. M = Marker; 1 = Amphetamin-AK; 2 = Methadon-AK; 3 = Morphin-AK; 4 = Kokain-AK; 5 = THC-AK; 
6 = Methamphetamin-AK; 7 = Benzoylecgonin-AK; 8 = PCP-AK; 9 = MDMA-AK; 10 = Alexa 555-AK; 
11 = Alexa 594-AK; 12 = Cy3-AK. Pro Spur wurden 300 ng aufgetragen. 
 
Auf beiden Blots (Abbildung 16a und b) ist in jeder Spur jeweils wieder die leichte und die 
schwere Kette der Antikörper zu erkennen. Bei den aufgetragenen sekundären Antikörpern 
(Spur 10 - 12) sind noch weitere Banden bzw. in Spur 12 lediglich die leichte Kette des 
sekundären Antikörpers zu detektieren. Beide Farbstoffe unterscheiden sich vor allem in der 
jeweiligen Intensität, in der der Nachweis der primären Antikörper erfolgt. Besonders im 
Erkennen der leichten Kette scheint der Antikörper mit dem Farbstoff Alexa 594 schlechtere 
Ergebnisse zu erzielen. Anhand dieser Western Blots wurde geschlussfolgert, dass der mit 
Alexa Fluor 555 markierte sekundäre Antikörper einen sensitiveren Nachweis der primären 
Antikörper ermöglicht. Daher wurde für alle zukünftigen Experimente der sekundäre 
Antikörper markiert mit Alexa Fluor 555 genutzt. 
Als nächstes wurden die einzelnen primären Antikörper überprüft. Die folgenden Abbildungen 
zeigen die SDS-PAGE (Abbildung 17) und Beispiele für spezifische (Abbildung 18) und 
unspezifische (Abbildung 19) Antikörper. 
   M   1   2     3    4    5   6   7    8   9  10  11  12  
a)  
70 
 
55 
35 
 
 
 
25 
 
kDa   M  1   2   3   4    5   6   7   8   9  10  11  12  
b)  
 
130 
70 
55 
35 
 
 
25 
 
kDa 
 55 
 
       
Abbildung 17: Eine Coomassie gefärbte SDS-PAGE der Drogen-BSA Konjugate: M = Marker; 1 = Amphetamin-
BSA; 2 = Methadon-BSA; 3 = Morphin-BSA; 4 = Kokain-BSA; 5 = THC-BSA; 6 = Benzoylecgonin-BSA; 
7 = MDMA-BSA; 8 = Methamphetamin-BSA; 9 = PCP-BSA; 10 = BSA; 11 = Serum (1:10). Pro Spur wurden 
300 ng aufgetragen. 
 
In der Abbildung 17 ist zu erkennen, dass die Drogen-BSA Konjugate keine distinkte Bande 
liefern. Meist ist ein „Schmier“ über einen Großteil der Spur, vor allem im hochmolekularen 
Bereich, zu erkennen. Nur bei einigen Konjugaten lässt sich auf der Höhe von BSA (66 kDa) 
eine schwache Bande erkennen. Dieses Ergebnis deutet auf eine Quervernetzung des BSAs bei 
der Konjugation hin. Auch hier ist in Spur 11, in der das Serum aufgetragen wurde, eine 
deutliche Bande durch das Albumin zu erkennen. 
 
 
                
Abbildung 18: Ergebnisse eines Western Blots mit spezifischen Nachweis der Drogen-BSA Konjugate a) THC-
BSA mit dem Antikörper T1 und b) PCP-BSA mit dem Antikörper P1. M = Marker; 1 = Amphetamin-BSA; 
2 = Methadon-BSA; 3 = Morphin-BSA; 4 = Kokain-BSA; 5 = THC-BSA; 6 = Benzoylecgonin-BSA; 7 = MDMA-
BSA; 8 = Methamphetamin-BSA; 9 = PCP-BSA; 10 = BSA; 11 = Serum (1:10). Es wurden 300 ng pro Spur 
aufgetragen. 
 
Bei beiden Western Blots ist nur in jeweils einer Spur ein deutliches Signal zu erkennen. Wie 
bereits bei der SDS-PAGE gezeigt (Abbildung 17), zeigen die Drogen-BSA Konjugate keine 
distinkte Bande, sondern laufen größtenteils über die komplette Spur. Bei einigen Konjugaten, 
wie zum Beispiel THC (Abbildung 18a), ist ein markanteres Signal auf Höhe von BSA 
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(66 kDa) zu sehen. Weiterhin ist auf beiden Membranen in Spur 11 ein heller Schatten zu 
erkennen. Dieser Schatten wird durch das Serum verursacht, welcher mit bloßem Auge vor der 
Dokumentation auf der Membran beobachtet werden konnte. Da kein Signal durch die 
verwendeten Antikörper vorliegt, d.h. keine Färbung, liegt keine Kreuzreaktivität mit Serum 
vor. Während der Qualitätskontrolle wurden für viele Antikörper unspezifische Bindungen 
dokumentiert. Im Folgenden werden zwei Beispiele gezeigt (Abbildung 19). 
 
 
           
Abbildung 19: Ergebnisse eines Western Blots mit dem a) Antikörper Mo1 gegen Morphin und b) K2 gegen 
Kokain. Gut zu erkennen sind diverse Signale und die damit verbundene Kreuzreaktivität. M = Marker; 
1 = Amphetamin-BSA; 2 = Methadon-BSA; 3 = Morphin-BSA; 4 = Kokain-BSA; 5 = THC-BSA; 
6 = Benzoylecgonin-BSA; 7 = MDMA-BSA; 8 = Methamphetamin-BSA; 9 = PCP-BSA; 10 = BSA; 11 = Serum  
(1:10). Pro Spur wurden 300 ng aufgetragen.  
 
Die Ergebnisse der Western Blots zeigen unterschiedliche Formen von Kreuzreaktivitäten. Der 
anti-Morphin Antikörper Mo1 (Abbildung 19a) liefert ein starkes Signal für Morphin-BSA, 
aber auch mehrere unspezifische Bindungen an verschiedene Drogen, wie z.B. Methadon-BSA, 
Benzoylecgonin-BSA und MDMA-BSA. Die nachgewiesenen Drogen gehören mehreren 
Substanzklassen an und unterscheiden sich in ihrer chemischen Struktur. Die Abbildung 19b 
zeigt den Nachweis mit dem anti-Kokain Antikörper K2. Auf der Membran sind deutliche 
Signale für Kokain-BSA und Benzoylecgonin-BSA zu erkennen. Benzoylecgonin ist das 
Hauptabbauprodukt von Kokain. In diesem Fall waren keine weiteren Kreuzreaktivitäten zu 
beobachten. Das bedeutet, das der Antikörper spezifisch für die Substanzklasse ist, aber nicht 
geeignet für einen spezifischen Nachweis einzelner Drogen. Auch hier ist wieder der bereits 
erwähnte Schatten vom Serum zu sehen, welcher ebenfalls keinem Signal entspricht. 
Antikörper, die eine Kreuzreaktivität gegenüber anderen Drogen-BSA Konjugaten, BSA oder 
Serum zeigten, wurden von einem weiteren Validierungsprozess ausgeschlossen. In Summe 
wurden 16 Antikörper mit Western Blot hinsichtlich ihrer Spezifität untersucht. Davon zeigten 
6 primäre Antikörper keine Kreuzreaktivitäten und konnten für weitere Versuche genutzt 
werden. 
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3.2.2. ELISA 
Parallel wurde eine weitere Methode verwendet um die Spezifität der Antikörper zu überprüfen. 
Dazu wurde ein Western Blot in einen ELISA übertragen. Hierfür wurden in einer Reihe einer 
96-well MTP die 9 Drogen-BSA Konjugate, BSA, Serum und der zu untersuchende Drogen-
spezifische primäre Antikörper immobilisiert. Neben einer Untersuchung der Spezifität konnte 
der Durchsatz erhöht werden. Weiterhin könnte durch das Auftreten des „Schmiers“ im 
Western Blot und der damit verbundenen Verteilung der Probe über die gesamte Spur die 
getroffenen Aussagen unzuverlässig sein. Es wäre daher möglich, dass dadurch einige Signale 
unter der Nachweisgrenze lagen und damit spezifische Signale bzw. Kreuzreaktivitäten nicht 
detektiert wurden. Mit der Verwendung einer MTP konnten bis zu 8 primäre Antikörper 
gleichzeitig überprüft werden. Da in diesem Aufbau keine gesonderte Puffer Kontrolle 
mitgeführt wird, wurde zunächst überprüft, wie hoch der Hintergrund einer leeren Platte bzw. 
der Negativkontrollen ist (Abbildung 20). 
  
 
Abbildung 20: Überblick der Hintergrundsignale einer schwarzen 96-well MTP welche für alle ELISA 
Experimente verwendet wurde. Immobilisiert wurden Karbonatpuffer, BSA (500 ng) und Serum (unverdünnt), 
welche im ELISA als Negativkontrollen fungieren. Als weitere Kontrolle wurden leere Kavitäten (Blank) 
betrachten. Die wells wurden mit PBS-T (schwarz) und mit dem sekundären fluoreszenzmarkierten Antikörper 
(1:1.000; rot) inkubiert. Jede Probe wurde in Triplikaten vermessen, von denen der Mittelwert gebildet und die 
Standardabweichung berechnet wurde. 
 
Die Grafik zeigt, dass sich die Signale von Puffer, BSA und Serum auf einem ähnlichen Level 
bewegen. Auch scheint es keinen Unterschied zu machen, ob eine Inkubation der Platte mit 
Puffer oder sekundärem Antikörper stattfand. Dies bedeutet, dass keine Kreuzreaktivität oder 
Hintergrundsignale der Negativkontrollen mit dem sekundären Antikörper im Vergleich zum 
 58 
Puffer nachzuweisen waren. Die erhaltenen Signale von ca. 10.000 Signalintensitäten 
entsprechen der Autofluoreszenz der verwendeten MTP. Daher könnte jede der Substanzen zur 
Hintergrundkontrolle herangezogen werden. Bei den folgenden Experimenten wurde BSA als 
Hintergrundkontrolle verwendet. Sobald die Signale für BSA und/oder Serum deutlich erhöht 
sind, muss von einer Kreuzreaktivität ausgegangen werden. Die Abbildung 21 und die 
Abbildung 22 zeigen exemplarisch die Ergebnisse für verschiedene Antikörper. Auch hier 
werden wieder spezifische mit kreuzreagierenden Antikörpern verglichen. Weitere 
Abbildungen von ELISAs zur Überprüfung der Antikörperspezifität sind im Anhang zu finden. 
 
         
Abbildung 21: Ergebnis eines ELISAs mit spezifischen Nachweis der Drogen-BSA Konjugate a) Benzoylecgonin-
BSA (Antikörper B1) und b) Methadon-BSA (Antikörper Mt1). Die Drogen-BSA Konjugate und die 
Positivkontrolle (primärer Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde 
Serum verwendet. Die Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und die beiden Antikörper in einer 1:1.000 
Verdünnung eingesetzt. 
 
Die Abbildung 21 zeigt den spezifischen Nachweis für Benzoylecgonin-BSA und Methadon-
BSA. Neben dem Drogen-BSA Konjugat lieferte der jeweils getestete primäre Antikörper, 
welcher als Positivkontrolle verwendet wurde, ein Signal. Beim Nachweis von Methadon-BSA 
(Abbildung 21b) sind weitere sehr schwache Signale für einige Drogen-BSA Konjugate zu 
erkennen, wie z.B. für Morphin-BSA. Auf Grund der geringen Signalintensitäten werden diese 
zunächst als Hintergrundrauschen eingestuft. Dies bedeutet, dass beide gezeigte Antikörper 
spezifisch an das jeweilige Drogen-BSA Konjugat binden. 
 
 
 
 
 
 
 
a)  b)  
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Abbildung 22: Ergebnis eines ELISAs mit Nachweis der Drogen-BSA Konjugate a) Kokain-BSA (Antikörper K1) 
und b) Morphin-BSA (Antikörper Mo3). Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle (primärer 
Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. Die 
Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und die beiden Antikörper wurden in einer 1:1.000 Verdünnung 
eingesetzt. Zu erkennen sind neben den spezifischen Signalen diverse unspezifische bzw. verhältnismäßig 
schwache Signale. 
 
In der Abbildung 22 sind Ergebnisse für unspezifisch bindende Antikörper dargestellt. Der anti-
Kokain Antikörper K1 lieferte neben der Positivkontrolle und Kokain-BSA auch ein Signal für 
Benzoylecgonin-BSA. Auf Grund dieser Kreuzreaktivität wurde dieser Antikörper nicht für 
weitere Versuche zur spezifischen Detektion von Kokain-BSA verwendet. Da Benzoylecgonin 
das Hauptabbauprodukt von Kokain ist, könnte der Antikörper K1 zum kompetitiven Nachweis 
von Kokain oder Benzoylecgonin verwendet werden. Die Abbildung 22b zeigt die Überprüfung 
des anti-Morphin Antikörpers Mo3. Es wurden Signale bei mehreren Drogen-BSA Konjugaten 
gemessen, welche zudem sehr gering ausgefallen sind. Weiterhin war das Signal der 
Positivkontrolle (Antikörper Mo3) ebenfalls sehr schwach. Mit dem Antikörper Mo3 konnte 
im ELISA kein spezifischer Nachweis von Morphin-BSA erbracht werden. Dieses Ergebnis 
steht im Gegensatz zum Western Blot (siehe Anhang Abbildung 61b). Im Western Blot konnte 
das Morphin-BSA Konjugat spezifisch mit dem Antikörper Mo3 nachgewiesen werden. Da der 
Antikörper Mo3 lediglich nach der Probenvorbereitung das Konjugat erkennt, kann dieser in 
einem ELISA zur Quantifizierung von Drogen in Serumproben nicht eingesetzt werden. Es 
lässt sich schlussfolgern, dass erst durch die Behandlung der Probe im SDS-PAGE und der 
damit verbundenen Strukturveränderung der Antikörper Mo3 in der Lage ist, seinen Analyten 
zu binden. 
Die Abbildungen 18 – 19 und 21 – 22 illustrieren den Unterschied zwischen spezifischen und 
unspezifischen Antikörpern und veranschaulichen die Bedeutung einer intensiven 
Qualitätskontrolle der Antikörper. Um die Ergebnisse aus Western Blot und ELISA besser 
vergleichen zu können, wurden die Ergebnisse der beiden Methoden in Tabelle 12 
gegenübergestellt. 
a)  b)  
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Tabelle 12: Zusammenfassung der Ergebnisse der Qualitätskontrolle der Drogen-spezifischen Antikörper. 
Zusätzlich wurde eine Gegenüberstellung der Ergebnisse von Western Blot und ELISA für jeweils denselben 
Antikörper vorgenommen. Die Spezifität der primären Antikörper wurde klassifiziert in: spezifisch (grün), 
Kreuzreaktivitäten innerhalb der gleichen Substanzklasse (gelb) und weitreichende Kreuzreaktivitäten bzw.  keine 
Bindung des gewünschten Drogen-BSA Konjugats. Wenn ein Antikörper mit einer Methode nicht untersucht 
wurde, ist dies mit N/A gekennzeichnet. Abbildungen, welche nicht in diesem Abschnitt gezeigt wurden, befinden 
sich im Anhang (Abbildung 56 - Abbildung 74). 
Antikörper Immunogen Western Blot ELISA 
A1 Amphetamin  N/A 
A2 Amphetamin   
A3 Amphetamin N/A  
A4 Amphetamin N/A  
Me1 Methamphetamin   
Me2 Methamphetamin  N/A 
Me3 Methamphetamin  N/A 
Me4 Methamphetamin N/A  
Me5 Methamphetamin N/A  
Me6 Methamphetamin N/A  
Me7 Methamphetamin N/A  
Me8 Methamphetamin N/A  
Me9 Methamphetamin N/A  
Me10 Methamphetamin N/A  
Me11 Methamphetamin N/A  
Me12 Methamphetamin N/A  
MD1 MDMA   
Mt1 Methadon   
P1 PCP  N/A 
P2 PCP   
T1 THC   
T2 THC N/A  
T3 THC N/A  
Mo1 Morphin  N/A 
Mo2 Morphin  N/A 
Mo3 Morphin   
K1 Kokain   
K2 Kokain  N/A 
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K3 Kokain N/A  
K4 Kokain N/A  
K5 Kokain N/A  
K6 Kokain N/A  
B1 Benzoylecgonin   
 
Aus der Tabelle ist ersichtlich, dass beide Methoden zum Teil unterschiedliche Ergebnisse 
liefern. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden alle weiteren Antikörper nur mittels ELISA 
getestet. Neben einer detaillierten Aussage und Abstufung über mögliche Kreuzreaktivitäten 
entspricht das ELISA Format dem späteren Versuchsaufbau. Das bedeutet, dass sich die 
Ergebnisse leichter übertragen lassen. Alle Antikörper die im ELISA keine Kreuzreaktivität 
zeigten (grün) wurden für weitere Versuche verwendet. Die sowohl im ELISA, als auch im 
Western Blot rot gekennzeichneten Antikörper wurden verworfen, da für die weitere Arbeit ein 
spezifischer Antikörper, welcher eine einzelne Droge detektieren kann, benötigt wird. Dafür 
wurden einige Antiköper, die spezifisch für die Substanzklasse waren (gelb), in weiteren 
Experimenten genauer betrachtet. Es wurde untersucht, ob auch in einem kompetitiven Ansatz 
die gleichen Kreuzreaktivitäten auftreten. Nach der abgeschlossenen Qualitätskontrolle wurde 
als nächstes überprüft, ob die spezifischen Antikörper in der Lage sind die jeweilige freie Droge 
im Serum zu erkennen. In Summe wurden diese Experimente für 7 der ursprünglich 9 
verwendeten Drogen durchgeführt. 
 
3.3. Einfluss des Probenmaterials (Serum) 
Bei der bis hierhin durchgeführten Antikörpervalidierung mit einem ELISA zur Überprüfung 
der Spezifität wurden sämtliche Verdünnungen der Antikörper in PBS-T angesetzt. Da das 
finale Probenmaterial im kompetitiven ELISA Serum ist, musste der Einfluss des Mediums 
nicht nur als immobilisierte Probe, sondern auch als Verdünnungslösung beachtet werden. 
Weder beim Western Blot, noch beim ELISA wurde eine Kreuzreaktivität der primären 
Antikörper mit dem Serum beobachtet (z.B. Abbildung 18 und Abbildung 21). Die Antikörper 
können sich jedoch anders verhalten, sobald die Verdünnung in Serum stattfindet. Die 
Abbildung 23 zeigt die Gegenüberstellung von Antikörper T2 in Puffer und Serum in einem 
ELISA. 
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Abbildung 23: Ergebnis eines ELISAs mit dem Antikörper T2 gegen THC-BSA. Verglichen wird der Nachweis 
bei der Verdünnung des primären Antikörpers in Puffer (2 % BSA; schwarz) und Serum (rot). Die Drogen-BSA 
Konjugate und die Positivkontrolle (primärer Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als 
Negativkontrolle wurde Serum verwendet. Die Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und die beiden 
Antikörper wurden in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
 
Der ELISA von THC zeigt, dass in diesem Fall kein Einfluss von Serum zu beobachten war. 
Ausschlaggebend ist dabei ein gleichbleibendes bzw. nur gering verändertes Signal für das 
Drogen-BSA Konjugat und der Positivkontrolle. Zusätzlich sind weitere schwache Signale 
einiger Drogen-BSA Konjugate bei der Verwendung von Puffer bzw. des Kokain-BSA 
Konjugats bei der Nutzung von Serum zu erkennen. Diese wurden jedoch als 
Hintergrundsignale deklariert. Dieses Ergebnis führte zu einer weiteren Verwendung des anti-
THC Antikörpers T2 für einen Drogennachweis. Ein anderes Beispiel ist der Antikörper P2 
gegen PCP (Abbildung 24). Im ELISA wurde der Nachweis des PCP-BSA Konjugats mit einer 
Antikörperverdünnung in Puffer und in Serum miteinander verglichen. 
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Abbildung 24: ELISA zum Nachweis von PCP-BSA. Es wurde eine Konzentrationsreihe des Konjugats 
immobilisiert. Nach einem Blockierschritt mit 2 % BSA wurde die Inkubation mit dem anti-PCP Antikörper P2 
in 2 % BSA (schwarz) und in Serum (rot) durchgeführt (jeweils 1:1.000). Die Detektion erfolgte mit einem 
fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper (1:1.000). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 
Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Anhand der Ergebnisse wird deutlich, welchen Einfluss das Probenmaterial auf eine Messung 
haben kann. Obwohl der Antikörper P2 keine Kreuzreaktivität mit Serum im ELISA zeigte, 
nahmen die Signalintensitäten deutlich ab, sobald der primäre Antikörper in Serum eingesetzt 
wurde. Es konnten selbst hohe PCP-BSA Konzentrationen (1 µg/mL) nicht detektiert werden. 
Daher wurde dieser Antikörper von weiteren Versuchen ausgeschlossen, da mit diesem keine 
Quantifizierung im Serum möglich ist. 
 
3.4. Etablierung des Nachweises freier Drogen über kompetitiven ELISA 
Nach einer erfolgreichen Qualitätskontrolle der primären Antikörper bezüglich ihrer Spezifität 
in Puffer, wurde im Folgenden untersucht, ob die Antikörper, die die Qualitätskontrolle 
bestanden haben, auch die freie Droge in Serum erkennen. Zusätzlich zu den hochspezifischen 
Antikörpern wurden auch Antikörper im kompetitiven Ansatz untersucht, welche Konjugate 
aus der selben Substanzklasse, wie z.B. Amphetamine, detektiert hatten. Dies sollte klären, ob 
sich diese Antikörper bei der Zugabe freier Droge im kompetitiven ELISA genauso verhalten 
wie im ELISA. Es wurden Antikörper für folgende Drogen für die Etablierung des kompetitiven 
Ansatzes verwendet: THC, MDMA, Methadon, Benzoylecgonin, Methamphetamin, 
Amphetamin und Kokain.  
Um die Antikörper, welche mehrere Drogen-BSA Konjugate einer Substanzklasse, wie 
Amphetamine, detektiert haben (Tabelle 12, gelb), genauer zu untersuchen, wurden die zuvor 
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detektierten Konjugate in identischen Konzentrationen immobilisiert. In der Präinkubation 
wurden anschließend die freien Drogen in der gleichen Konzentration, die um ein Vielfaches 
über dem geforderten Richtwert der GTFCh lagen, mit Serum und dem zu untersuchenden 
primären Antikörper inkubiert. Es wurde eine hohe kompetitive Konzentration gewählt, um 
eine klare Aussage über die Nachweisbarkeit der einzelnen Drogen treffen zu können. Damit 
sollte ausgeschlossen werden, dass etwaige Kreuzreaktivitäten bzw. eine Kompetition unter 
noch nicht optimierten Versuchsbedingungen übersehen werden. Die Detektion erfolgte über 
einen fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper. 
Im Folgenden werden Beispiele von primären Antikörpern gezeigt (Abbildung 25 und 
Abbildung 26), bei denen Kreuzreaktivitäten innerhalb der Substanzklasse im ELISA 
beobachtet wurden. 
 
       
Abbildung 25: Vergleich kompetitiver ELISAs mit dem anti-Methamphetamin Antikörper Me9. Es wurden a) 
Amphetamin-BSA und b) Methamphetamin-BSA immobilisiert (jeweils 500 ng/mL). Als freie Drogen wurden 
Amphetamin, Methamphetamin und MDMA in der gleichen Konzentration von 500 ng/mL eingesetzt. Jeder 
Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die 
Standardabweichung gebildet. 
 
Das Ergebnis des Versuchs in Abbildung 25 zeigt, dass der Antikörper Me9 für einen 
kompetitiven Nachweis nicht geeignet ist. Der untersuchte Antikörper Me9 erkennt 
Amphetamin-BSA und Methamphetamin-BSA, aber es war keine Kompetition durch die 
zugegebenen freien Drogen messbar. Dieses Verhalten zeigten auch andere Antikörper 
innerhalb der Substanzklasse der Amphetamine, z.B. A1 und Me1. Auf Grund der Ergebnisse 
wurde die genannten Antikörper verworfen, da es für die Zielsetzung essentiell ist Antikörper 
zu benutzen, die eine spezifische Kompetition durch die jeweilige freie Droge zeigen.  
Ein ähnliches Phänomen wurde bei der Untersuchung von anti-Kokain Antikörpern beobachtet. 
Diese waren in der Lage entweder spezifisch das Kokain-BSA Konjugat oder zusätzlich das 
Benzoylecgonin-BSA Konjugat zu detektieren. Im folgenden Beispiel (Abbildung 26), wurde 
das Kokain-BSA Konjugat immobilisiert und in der Präinkubation wurde freies Kokain und 
a)  b)  
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dessen Hauptabbauprodukt Benzoylecgonin in derselben Konzentration eingesetzt. Die 
Detektion erfolgte dann mittels einem markierten sekundären Antikörper, der gleichzeitig als 
Versuchskontrolle (erfolgreiche Immobilisierung und Interaktion der Antikörper) diente. 
 
 
Abbildung 26: Kompetitiver Nachweis von Kokain (rot) und Benzoylecgonin (blau). Es wurde Kokain-BSA 
immobilisiert (50 ng/mL) und anschließend mit dem Gemisch aus Serum, freier Droge (100 ng/mL) und dem anti-
Kokain Antikörper K1 inkubiert. Die Detektion erfolgte mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper. 
Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde 
die Standardabweichung gebildet. 
 
Dieses Experiment zeigt, dass kreuzreagierende Antikörper unter Umständen weiter genutzt 
werden können. Der Antikörper K1 zeigte im ELISA Signale für Kokain-BSA und 
Benzoylecgonin-BSA (Abbildung 22), jedoch war die Kompetition mit freiem Kokain in Serum 
nicht möglich. Andererseits konnte der kompetitive ELISA mit freiem Benzoylecgonin im 
Serum erfolgreich durchgeführt werden. Dieser Effekt konnte noch bei einem weiteren anti-
Kokain Antikörper (K3) beobachtet werden. Auf Grund der nicht auftretenden Kompetition 
durch freies Kokain, ist von einer spezifischen Bindung von freiem Benzoylecgonin im Serum 
auszugehen. Damit sind diese Antikörper für die folgenden Versuche geeignet. Der Antikörper 
K1 wurde anschließend auf Grund der Sensitivität für die Etablierung des kompetitiven 
Nachweises von Benzoylecgonin in weiteren Experimenten verwendet.  
Im nächsten Schritt wurden die Antikörper, wie T1, MD1, K1 und Mt1, untersucht, ob und in 
welchen Konzentrationsbereich diese durch freie Drogen im Serum in der Bindung an das 
jeweilige Konjugat inhibiert werden können. Dazu wurden Konzentrationsreihen der Drogen-
BSA Konjugate in einer MTP immobilisiert. Während der Präinkubation wurden Serum, der 
zu testende primäre Antikörper und bis zu 4 verschiedenen kompetitive Drogenkonzentrationen 
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eingesetzt. Die Drogenkonzentrationen richteten sich nach dem jeweiligen vorgeschriebenen 
Richtwert, d.h. neben einer Negativkontrolle wurden der Richtwert und je eine Zehnerpotenz 
unter bzw. über diesen Wert eingesetzt. Zur Detektion wurde der fluoreszenzmarkierte 
sekundäre Antiköper verwendet. 
Im Folgenden werden die Beispiele für den anti-THC Antikörper (T1;Abbildung 27), den anti-
Methadon Antikörper (Mt1), den anti-MDMA Antikörper (MD1) und dem anti-Kokain 
Antikörper (K1) (Abbildung 28a-c) gezeigt. 
 
       
Abbildung 27: Kompetitiver Nachweis von THC. Es wurde eine Konzentrationsreihe des THC-BSA Konjugats 
immobilisiert und anschließend mit dem Gemisch aus Serum, freier Droge und dem anti-THC Antikörper T1 
inkubiert. Für die freie Droge wurden Konzentrationen a) um den Richtwert von 1 ng/mL und b) um ein vielfaches 
höher als der Richtwert eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären 
Antikörper. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den 
Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 27 zeigt einen kompetitiven ELISA um THC im Serum nachzuweisen. In der 
Richtlinie der GTFCh zeichnet sich THC durch den niedrigsten Richtwert von 1 ng/mL aus. In 
dem Experiment (Abbildung 27a) mit maximal 10 ng/mL THC konnte keine Signalabnahme 
bei steigenden Drogenkonzentrationen beobachtet werden. In einem weiteren Versuch wurde 
die Menge an freiem THC erhöht (1 µg/mL) (Abbildung 27b). Die höchste eingesetzte 
kompetitive Konzentration entsprach dem tausendfachen des geforderten Richtwerts. Dies 
bedeutet, dass die Kompetition mit freiem THC im Serum erfolgreich war, aber die Sensitivität 
noch deutlich verbessert werden muss. Dies könnte über Anpassungen der Antikörpermenge 
bzw. der immobilisierten THC-BSA Konzentrationen realisiert werden. Die Versuche wurden 
später im Rahmen der Etablierung einer Quantifizierung unternommen (siehe Abschnitt 3.5.5). 
Als nächstes werden kompetitive ELISAs zur Abschätzung des Konzentrationsbereiches für 
einen Nachweis von Methadon, MDMA und Benzoylecgonin im Serum (Abbildung 28) 
gezeigt. Dazu wurden als Drogenkonzentrationen neben der Negativkontrolle 3 verschiedene 
kompetitive Drogenkonzentrationen eingesetzt. Diese deckten 3 Zehnerpotenzen ab und 
a)  b)  
 67 
ermöglichten dadurch eine Einschätzung des nachweisbaren Konzentrationsbereiches. Dies 
war für die spätere Etablierung der Eichgeraden relevant, da bereits hier eine erste Beurteilung 
bezüglich Sensitivität und eingesetzter Immobilisierungskonzentration und Antikörpermenge 
vorgenommen werden konnte. 
 
 
    
Abbildung 28: Kompetitiver Nachweis von a) Methadon (Antikörper Mt1), b) MDMA (Antikörper MD1) und c) 
Benzoylecgonin (Antikörper K1) in Serum. Immobilisiert wurde eine Konzentrationsreihe der Drogen-BSA 
Konjugate und anschließend mit dem Gemisch aus Serum, freier Droge und dem primären Antikörper inkubiert. 
Die Detektion erfolgte mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper. Die eingesetzten 
Drogenkonzentrationen decken 3 10er-Potenzen ab, um eine grobe Einschätzung des nachweisbaren 
Konzentrationsbereiches zu ermöglichen. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus 
einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 28a zeigt einen erfolgreichen kompetitiven Nachweis von Methadon in Serum 
mit unterschiedlichen Konzentrationen an Methadon. Alle 4 Kurven zeigten einen sigmoidalen 
Verlauf. Bereits geringe Mengen freier Droge (5 ng/mL) zeigten eine Abnahme in der 
Signalintensität. Weiterhin konnte eine klare Unterscheidung zwischen der Negativkontrolle 
und dem Richtwert von 50 ng/mL vorgenommen werden. Für eine spätere Etablierung einer 
Quantifizierung ist es wichtig zu beachten, dass auch für eine sehr hohe kompetitive 
Drogenkonzentration von 500 ng/mL Signale gemessen werden konnten. Dies könnte für einen 
quantifizierbaren Bereich in hohen kompetitiven Konzentrationen und damit für eine 
schwierige Differenzierung um den Richtwert von 50 ng/mL sprechen. Generell galt, dass eine 
sehr gute Sensitivität und ein großer nachweisbarer Konzentrationsbereich erreicht werden 
konnten. Die gewählten Versuchsbedingungen (Antikörpermenge und 
Immobilisierungskonzentration bis 100 ng/mL) dienten als Grundlage für weitere Versuche. 
Da jedoch in diesem Versuch noch keine Sättigung der Kurve erreicht wurde, sollten in 
weiteren Versuchen auch höhere Konzentrationen zur Immobilisierung genutzt werden.  
Für den kompetitiven Nachweis von MDMA (Abbildung 28b) konnten Drogenkonzentration 
von 25 ng/mL (Richtwert) und 250 ng/mL verlässlich von der Negativkontrolle differenziert 
werden. Die Sensitivität war im Vergleich zu Methadon etwas geringer, aber eine Kompetition 
um den relevanten Bereich des Grenzwertes von 25 ng/mL war erfolgreich. Ebenso konnte ein 
a)  b)  c)  
 68 
großer nachweisbarer Konzentrationsbereich mit den gewählten Versuchsbedingungen erzielt 
werden. Beim Nachweis von MDMA zeigte sich ein linearer Zusammenhang, sodass auch hier 
höhere Immobilisierungskonzentrationen getestet werden sollten, um einen möglichst großen 
linearen Bereich in der späteren Eichkurve zu erhalten.  
Der Nachweis von Benzoylecgonin (Abbildung 28c) zeigte ein ähnliches Bild wie Methadon. 
Es war möglich sowohl geringe Drogenkonzentrationen (1 ng/mL), den Richtwert (10 ng/mL) 
und hohe Drogenkonzentrationen (100 ng/mL) von der Negativkontrolle zu unterscheiden. 
Dadurch wurde eine sehr gute Sensitivität, aber auch ein großer messbarer 
Konzentrationsbereich erreicht. Ebenfalls erreichte der Kurvenverlauf nicht die Sättigung, 
sodass auch für den Nachweis von Benzoylecgonin höhere Konzentrationen des Drogen-BSA 
Konjugats überprüft werden sollten. Da für diese Droge ein Grenzwert von 30 ng/mL gilt, 
sollten die gewählten kompetitiven Drogenkonzentrationen einen Bereich bis mindestens 
300 ng/mL abdecken. Für Benzoylecgonin ist zu beachten, dass ein anti-Kokain Antikörper 
(K1) verwendet wurde, welcher spezifisch das Hauptabbauprodukt von Kokain erkennt. Dies 
konnte in vorangegangenen Versuchen (Abbildung 26) gezeigt werden.  
Die kompetitiven Nachweise von Methadon, Benzoylecgonin und MDMA konnten erfolgreich 
reproduziert werden und durch die erreichte Sensitivität wurde die Grundlage geschaffen einen 
quantifizierbaren Nachweis für diese Drogen zu etablieren. Damit reduziert sich die Anzahl der 
nachweisbaren Drogen in Serum von 7 auf 3. 
 
3.5. Etablierung einer Quantifizierung von Drogen in Serum 
Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse, die zur Etablierung von Eichgeraden führten, 
gezeigt. Zunächst werden einige Versuchsbedingungen, wie Blockier- und 
Verdünnungsschritte und die Lagerstabilität getestet. Damit sollen belastbare Ergebnisse 
gewährleistet werden. Dafür wurden die Antikörper verwendet, mit denen im Abschnitt 3.4 ein 
kompetitiver Nachweis etabliert werden konnte. Diese Antikörper sind MD1 gegen MDMA, 
Mt1 gegen Methadon, T1 gegen THC und K1 gegen Benzoylecgonin. Die eingesetzten 
kompetitiven Drogenkonzentrationen orientierten sich an den Richtwerten für die jeweilige 
Droge. Ziel war es, einen großen Konzentrationsbereich nachzuweisen, welcher eine 
Quantifizierung authentischer Proben in einem zu erwartenden Rahmen ermöglicht [49]. Dazu 
wurden neben dem Nullwert 1 – 2 Konzentrationen unterhalb des Richtwertes, der Richtwert 
und Konzentrationen in regelmäßigen Abständen bis zu einem Vielfachen über dem 
vorgeschriebenen Wert eingesetzt. Für die Eichkurve im MTP-Format und 10 Datenpunkten 
ergab sich z.B. für MDMA (analytischer Grenzwert = 25 ng/mL) Konzentrationen von 
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2,5 ng/mL bis zu 250 ng/mL. Um diese Bandbreite abdecken zu können, wurden 
unterschiedliche Immobilisierungskonzentrationen der Drogen-BSA Konjugate und 
Antikörperverdünnungen getestet. Die Reproduzierbarkeit wurde durch mehrfache 
Wiederholungen getestet. Weiterhin sollte sichergestellt werden, dass das Ergebnis unabhängig 
von dem Vorhandensein mehrerer Drogen im Serum oder mehrerer Drogen-spezifischer 
Antikörper ist. Dies diente darüber hinaus dazu, festzustellen, ob ein paralleler Nachweis 
verschiedener Drogen möglich ist. Zur Verifizierung des Versuchsaufbaus wurden im Labor 
hergestellte Blindproben und vom Landeskriminalamt Berlin bereitgestellte Serumproben 
vermessen. Die vom LKA Berlin bezogenen Proben wurden dort mit massenspektrometrischen 
Verfahren quantifiziert. Mit diesen Daten konnten die Ergebnisse der kompetitiven ELISAs 
verglichen werden. 
 
3.5.1. Einfluss der Vorbereitung des Referenzmaterials 
Ein weiterer Aspekt war die Vorbereitung des Serums und des Referenzmaterials. Die reinen 
Drogen wurden gelöst in analytischem Methanol geliefert. Bei hohen kompetitiven 
Drogenkonzentrationen ist dementsprechend der Methanolanteil in der Serumprobe zur 
Erstellung der Eichgeraden relativ hoch (bis zu 50 % (v/v) Methanol). Deswegen wurde ein 
ELISA für Methadon-BSA mit verschiedenen Mengen an Methanol durchgeführt (Abbildung 
29). Dazu wurde das Konjugat immobilisiert und anschließend mit einer Lösung bestehend aus 
Serum, anti-Methadon Antikörper und steigenden Konzentrationen an Methanol inkubiert. Die 
Detektion erfolgte mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper. 
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Abbildung 29: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis von Methadon-BSA unter dem Einfluss von steigenden 
Methanolmengen. Es wurden 100 ng/mL des Konjugats immobilisiert. Die Methanolmengen entsprechen dem 
finalen Anteil an der Lösung aus Serum und primären Antikörper. Die Detektion erfolgte mit einem 
fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper (1:1.000). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 
Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
In der Abbildung 29 ist dargestellt, dass bereits geringe Mengen Methanol einen Einfluss auf 
das Messergebnis haben können. Bereits ab einem 5 %-igen Anteil Methanol am 
Probenvolumen war eine Signalabnahme zu beobachten. Im Umkehrschluss hat dieses 
Ergebnis auch eine große Bedeutung für den kompetitiven ELISA und die Zuverlässigkeit der 
Eichkurve, da bereits ab geringeren kompetitiven Drogenmengen keine Signale mehr messbar 
wären. Dies würde zu einer Verringerung des Nachweisbereiches bzw. zu einer Verfälschung 
der Eichkurve und des quantifizierbaren Bereichs führen. Infolge dessen wurde durch Ansetzen 
von Vorverdünnungen des Referenzmaterials in Serum oder A. bidest der Methanolanteil in der 
Probe gering gehalten.  
Für eine weitere Optimierung des Protokolls wurde darauf geachtet, die Verdünnung des 
Referenzmaterials in einem Gefäß vorzunehmen. Bei der Erstellung der Eichkurve wurden 
Abweichungen innerhalb des Verlaufs beobachtet. Dieser Effekt trat auf, sobald verschiedene 
Vorverdünnungen der reinen Droge in mehreren Reaktionsgefäßen (Verdünnungsstufen) 
hergestellt wurden. In Abbildung 30 wird dieser Verdünnungseffekt illustriert und mit der 
Herstellung in nur einem Reaktionsgefäß verglichen. 
 
 71 
 
Abbildung 30: Gegenüberstellung eines Ergebnisses für die Eichkurve von Methadon-BSA. Die Vorverdünnung 
des Referenzmaterials wurde in einem (schwarz) bzw. in 2 Gefäßen (rot) vorgenommen. Vom Methadon-BSA 
Konjugat wurde 1 µg/mL immobilisiert. Die Vorverdünnungen der reinen Drogen dienten dem Ansetzen des 
gespikten Serums. Die Detektion erfolgte mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper (1:1.000). 
Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde 
die Standardabweichung gebildet. 
 
Anhand dieses Resultats zeigt sich die Relevanz bei einer Vorverdünnung mit möglichst 
wenigen Zwischenschritten zu arbeiten. Wenn ein zusätzlicher Verdünnungsschritt eingebaut 
wird (rot), ist zwischen den kompetitiven Konzentrationen 75 ng/mL und 100 ng/mL eine 
deutliche Verschiebung innerhalb der Eichkurve zu erkennen. Dies deckt sich mit dem 
Pipettierschema, da zwischen diesen beiden Mengen ein Reaktionsgefäß gewechselt wurde. 
Daraufhin wurde das Protokoll angepasst, indem die Vorbereitungen des Referenzmaterials in 
einem Reaktionsgefäß vorgenommen wurden. 
 
3.5.2. Überprüfung des Blockierschritts und der Antikörperinkubation 
Neben dem Einfluss des Probenmaterials wurden im Zuge der Assayentwicklung weitere 
Parameter wie unterschiedliche Blockierlösungen und die Antikörperinkubation untersucht. 
Da mit einem komplexen Probenmaterial gearbeitet wurde, sollte untersucht werden ob eine 
Absättigung freier Bindestellen notwendig ist. Dazu wurde am Beispiel von Amphetamin ein 
ELISA durchgeführt (Abbildung 31). Der primäre Antikörper wurde in 2 % BSA und in Serum 
verdünnt. Bei diesen beiden Ansätzen wurde auf ein Blockierschritt verzichtet. Als direkter 
Vergleich wurde der Nachweis nach einem Blockierschritt und der Antikörperinkubation mit 
2 % BSA mitgeführt. 
 
 72 
 
Abbildung 31: ELISA zum Nachweis von Amphetamin-BSA. Das Konjugat wurde in einer Konzentrationsreihe 
immobilisiert. Der primäre Antikörper A2 wurde in Serum (schwarz) und in 2 % BSA (rot) ohne einen 
Blockierschritt eingesetzt. Ebenfalls in 2 % BSA angesetzt, wurde der Antikörper nach dem Blocken mit 2 % BSA 
auf der Platte inkubiert (blau). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. 
Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Aus Abbildung 31 ist ersichtlich, dass die Messungen die gleichen Ergebnisse liefern. Es war 
kein bzw. ein sehr geringer Unterschied in den Signalintensitäten bei den verschiedenen 
Verdünnungslösungen zu erkennen. Die Durchführung einer gesonderten Blockierung zeigte 
ebenfalls nur eine geringe Abweichung in den absoluten Signalintensitäten. Anhand dieser 
Ergebnisse wurde in den weiteren Experimenten auf einen Blockierschritt verzichtet, was zu 
einer Zeitersparnis führte. Die Zeitersparnis ist in Hinblick auf eine mögliche Miniaturisierung 
und Automatisierung wichtig. 
Weiterhin wurde getestet, ob die Inkubationsschritte der primären und sekundären Antikörper 
kombiniert werden können, um die Versuchszeit weiter zu verkürzen. Dabei wurde in der 
Präinkubation von der freien Droge und dem primären Antikörper bereits der sekundäre 
Antikörper zum Gemisch gegeben. Als Vergleich dient die Inkubation des sekundären 
Antikörpers in einem gesonderten Schritt, nachdem die freie Droge und der primäre Antikörper 
bereits in der MTP inkubiert und ein Waschschritt durchgeführt wurde. Am Beispiel von 
Methadon-BSA wurde die Inkubation in einem kompetitiven ELISA des primären Antikörpers 
mit der freien Droge und des fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörpers einzeln und 
kombiniert (Abbildung 32) durchgeführt. 
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Abbildung 32: Kompetitiver ELISA zum Nachweis von Methadon-BSA mit getrennter und kombinierter 
Antikörperinkubation. Vom Drogen-BSA Konjugat wurden 100 ng/mL immobilisiert. Von der freien Droge 
wurden 3 verschiedenen Konzentrationen eingesetzt. Verglichen wurde das Ergebnis wenn das Gemisch aus 
Serum, freier Droge und primären Antikörper vor der Detektion mit dem sekundären Antikörper bzw. zeitgleich 
in der MTP inkubiert wurde. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. 
Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Anhand des Experiments wird der Einfluss einer simultan durchgeführten 
Antikörperinkubation während der Präinkubation deutlich. Gleiche kompetitive 
Drogenmengen werden unterschiedlich detektiert. Zusätzlich ist eine Abnahme der absoluten 
Signalintensitäten bei der kombinierten Inkubation aus primären und sekundären Antikörper 
und der freien Droge zu beobachten. Auf Grund dieser Ergebnisse wurde die Inkubation des 
sekundären Antikörpers weiterhin getrennt von der Präinkubation durchgeführt, um vor allem 
eine gute Sensitivität zu gewährleisten. 
3.5.3. Batch-to-Batch Variationen 
Es wurde versucht sämtliche Konjugate und Antikörper aus einem Batch zu beziehen, um 
Unterschiede z.B. in der Kopplungsrate zu vermeiden. Wenn dies nicht möglich war, wurde 
überprüft, ob unterschiedliche Batches/Chargen zu den selben Ergebnissen führen. Als Beispiel 
ist der Nachweis des MDMA-BSA Konjugats gezeigt (Abbildung 33). 
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Abbildung 33: Vergleich eines Nachweises von MDMA-BSA zwischen Batch 1 (schwarz) und Batch 2 (rot). Vom 
Konjugat wurden 500 ng/mL immobilisiert. Der Nachweis erfolgte mittels dem anti-MDMA Antikörper MD1 
(1:2.000) mit anschließender Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper (1:1.000). 
Zusätzlich wurde als Negativkontrolle Serum und als Positivkontrollen die beiden verwendeten Antikörper 
mitgeführt. Von den gemittelten Triplikaten wurde der Karbonatpuffer als Hintergrund abgezogen. Jeder 
Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die 
Standardabweichung gebildet. 
 
Anhand der Abbildung 33 ist ersichtlich, dass zwischen unterschiedlichen Chargen des BSA-
Konjugats deutliche Unterschiede auftreten können. Die Charge 1 wurde von dem anti-MDMA 
Antikörper MD1 erkannt und konnte für weitere Versuche verwendet werden. Hingegen wurde 
die Charge 2 nicht von dem primären Antikörper erkannt. Basierend auf diesem Ergebnis wurde 
bei jedem Chargenwechsel Kontrollexperimente im ELISA Format zur Überprüfung der 
Funktionalität durchgeführt. 
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Variation der biologischen Probe. Wie bereits zuvor 
gezeigt (Abbildung 24), kann Serum einen gravierenden Einfluss auf die Spezifität der 
Antikörper haben. Zusätzlich kann das biologische Material an sich Schwankungen unterliegen. 
Um das zu überprüfen, wurden 2 unterschiedliche Seren zweier Hersteller genutzt um eine 
Antikörperverdünnung herzustellen und damit Methadon-BSA nachzuweisen (Abbildung 34). 
Als Kontrolle diente eine Verdünnung, welche mit PBS-T angesetzt wurde. 
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Abbildung 34: Vergleich eines Nachweises von Methadon-BSA mit Seren der Hersteller Lonza (schwarz) und 
Invicon (rot). Zusätzlich als Kontrolle wurde PBS-T (blau) genutzt. Vom Konjugat wurden 100 ng/mL 
immobilisiert. Der Nachweis erfolgte mittels dem anti-Methadon Antikörper Mt1 (1:1.000) mit anschließender 
Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper (1:1.000). Zusätzlich wurde als 
Negativkontrolle Serum und als Positivkontrollen die beiden verwendeten Antikörper mitgeführt. Von den 
gemittelten Triplikaten wurde der Karbonatpuffer als Hintergrund abgezogen. Jeder Datenpunkt entspricht dem 
Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Das Ergebnis des ELISAs zeigt, dass, sofern ein Antikörper keine Kreuzreaktivitäten mit Serum 
aufweist, Variationen des biologischen Mediums keinen Effekt auf das Messergebnis haben. 
Die Signale des Methadon-BSA Konjugats und der Kontrollen weisen nur sehr geringe 
Unterschiede auf. Basierend auf diesem Resultat wurde bei neuen Chargen keine gesonderten 
Kontrollversuche durchgeführt. 
 
3.5.4. Stabilität der Serumproben und beschichteter 96-well MTP 
Im Folgenden Abschnitt wurden 2 Faktoren untersucht, die in Hinblick auf die Analyse realer 
Proben wichtig sind: I) wie stabil bei – 20 °C gelagerte gespikte Serumproben sind und II) ob 
eine beschichte 96-well MTP auch noch nach mehreren Wochen vergleichbare Ergebnisse 
liefert. Diese Versuche sollten zeigen, ob eine Quantifizierung von gefrorenen und über längere 
Zeit gelagerten Serumproben vergleichbare Ergebnisse liefern wie nicht gelagerte Proben. Die 
Lagerfähigkeit einer beschichteten MTP ist vor allem für eine mögliche Reduzierung 
technischer Fehler und für eine Zeitersparnis in der Versuchsdurchführung von Belangen. 
Zunächst wurde die Lagerfähigkeit von gespikten Serumproben überprüft. Dazu wurde 
unverdünntes Serum mit einer definierten Menge freier Droge (80 ng/mL Methadon), versetzt, 
aliquotiert (4 Aliquots a 0,6 mL) und anschließend bei – 20 °C eingefroren. In einem 7 Tage-
Rhythmus wurde je eine Probe aufgetaut und im kompetitiven ELISA mit einer Eichgerade in 
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Triplikaten analysiert. Dieser Versuch lief über einen Zeitraum von vier Wochen, so dass 4 
Proben vermessen wurden. Die Abbildung 35 zeigt das Ergebnis dieses Lagerversuchs. 
 
 
Abbildung 35: Zusammenfassung der Analyse von gelagerten Methadonproben. Von dem Methadon-BSA 
Konjugat wurde 500 ng/mL immobilisiert. Die Referenz (schwarz) entspricht einer Drogenkonzentration von 
50 ng/mL. Die Lagerprobe (rot) wurde wie zuvor beschrieben behandelt. Je Probe wurde in Triplikaten gemessen 
und anschließend der Mittelwert der Signalintensitäten gebildet. Verglichen werden hier die Signalintensitäten 
zweier Proben über einen Zeitraum von 4 Wochen (I – IV). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 
Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Zusammenfassung zeigt, dass eine positive Serumprobe lagerfähig ist. Mit Ausnahme der 
dritten Probe zeigte die Lagerprobe geringere Signalintensitäten als die Referenzprobe. Dies 
stellt tendenziell die Verhältnisse richtig dar, da in der Referenzprobe eine geringere 
Drogenkonzentration vorlag. Es ist zu beachten, dass sowohl die Eichgerade, als auch die 
Immobilisierung des Konjugats erst am jeweiligen Versuchstag durchgeführt wurde, was zu 
Abweichungen in den errechneten Konzentrationen der Lagerproben führen kann. Des 
Weiteren wiesen die Eichgeraden untereinander Varianzen auf, sodass hier technische 
Abweichungen als Ursache vermutet wurden. Daher wurde der Referenzwert von 50 ng/mL 
herangezogen (schwarz). Damit sollte eine Beurteilung möglicher Lagereffekte anhand der 
Signalintensitäten ermöglicht werden. Die mittels individueller Eichgeraden berechneten 
Konzentrationen für die Lagerprobe sind in Tabelle 13 dargestellt. 
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Tabelle 13: Berechnete Konzentrationen der Lagerproben von Methadon über einen Zeitraum von 4 Wochen. 
Woche Berechnete Konzentrationen [ng/mL] 
1 60,11 
2 79,16 
3 48,13 
4 80,23 
 
Ein Trend, dass sich die Probe beim Lagern verändert und über den Zeitraum eine 
gleichbleibende zu- oder abnehmende Tendenz zu detektieren war, wurde nicht beobachtet. 
Allgemein wurde angenommen, dass die Proben während ihrer Lagerung stabil waren und die 
Abweichungen in den Berechnungen auf technische Varianzen in der Erstellung der 
Eichgeraden zurückzuführen sind. Durch Verbesserung der Versuchsdurchführung, z.B. 
Automatisierung der Waschritte oder Reduzierung der Zwischenschritte, sollte verlässlichere 
Ergebnisse ermöglicht werden, was durch den später durchgeführten Versuch (Abbildung 36) 
belegt wurde. 
Ein weiterer wichtiger Aspekt ist die Lagerfähigkeit einer beschichteten 96-well MTP. Die 
Beschichtung benötigt inklusive der Vorbereitung ca. 2,5 Stunden. Könnte diese Zeit eingespart 
werden, könnten mehrere MTP parallel hergestellt werden und damit technische Fehler 
reduziert werden. Ferner wäre dies ein Vorteil für einen diagnostischen Test. Für diesen 
Versuch wurde Methadon-BSA und die Kontrollen nach dem etablierten Protokoll (siehe 
Abschnitt 2.7.3.2) in einer 96-well MTP inkubiert. Nach 2 Stunden Inkubation wurde mit PBS-
T gewaschen. Anschließend wurden die Platten ohne Flüssigkeit vakuumverpackt und bis zur 
Versuchsdurchführung bei 4 °C gelagert. Insgesamt wurden 5 Platten vorbereitet. Eine MTP 
diente als Kontrolle und wurde direkt im kompetitiven ELISA vermessen. Danach wurde je 
eine weitere Platte pro Woche analysiert, sodass der Versuch über 4 Wochen durchgeführt 
wurde. Die Abbildung 36 zeigt die Zusammenfassung des Versuchs anhand der Eichgeraden 
für Methadon. 
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Abbildung 36: Zusammenfassung der Analyse von gelagerten und beschichteten MTPs. Von dem Methadon-BSA 
Konjugat wurde 1 µg/mL immobilisiert. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert aus Triplikaten subtrahiert 
mit dem Mittelwert des Hintergrunds (Karbonatpuffer). Der Nachweis erfolgte mit dem primären anti-Methadon 
Antikörper Mt1 (1:500) mit anschließender Detektion mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten sekundären 
Antikörpers (1:1.000). W0 (schwarz) entspricht der Kontrolle und W1 bis W4 sind die Ergebnisse der jeweiligen 
Messungen nach der genannten Wochenanzahl. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten 
aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Dieses Experiment zeigt, dass vorbereitete 96-well MTP über einen Zeitraum von mindestens 
4 Wochen die gleichen Ergebnisse liefern. Es waren nur einzelne Ausreißer zu erkennen. Der 
CV zwischen den einzelnen Messwerten lag zwischen 4 % - 14 %. Der übereinstimmende 
Kurvenverlauf und der CV bestätigen die Lagerfähigkeit beschichteter Platten. Anhand dieser 
Ergebnisse könnten also in Zukunft Platten nach etablierten Protokoll vorbereitet werden. 
Die gezeigten Optimierungen und Überprüfungen dienten der Verbesserung der 
Reproduzierbarkeit und der Gewährleistung einer guten Sensitivität. Mit diesen Anpassungen 
des Versuchsprotokolls wurde als nächstes an der Etablierung einer Eichgrade gearbeitet. Diese 
wird für eine Quantifizierung von Drogen-positiven Serumproben benötigt. 
 
3.5.5. Etablierung einer Eichkurve (mit Reproduzierbarkeit) 
Zur Etablierung einer Eichkurve wurden die eingesetzten Mengen der Konjugate zur 
Immobilisierung und der Antikörper variiert. Die Konzentrationsbereiche in dem die freien 
Drogen eingesetzt wurden, waren durch die Richtwerte der GTFCh festgelegt: THC = 1 ng/mL; 
Methadon = 50 ng/mL; MDMA = 25 ng/mL; Benzoylecgonin = 30 ng/mL.  
Ein Antikörper mit dem ein kompetitiver ELISA etabliert werden konnte, war der anti-THC 
Antikörper T1. Zur Etablierung wurde maximal 50 ng/mL des THC-BSA Konjugats 
immobilisiert und der Antikörper T1 in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt (Abbildung 27). 
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Die geringste nachweisbare Drogenkonzentration war hier 100 ng/mL. Es wurden mehrere 
Versuchsbedingungen variiert, um eine bessere Sensitivität zu erreichen. Dazu gehörten die 
eingesetzten Konzentrationen des THC-BSA Konjugats und die eingesetzten 
Antikörpermengen. Ziel war es dabei das Verhältnis zwischen Drogen-BSA Konjugat, freier 
Droge und primären Antikörper so zu gestalten, dass ein sensitiver Nachweis von THC im 
Serum ermöglicht wurde. Verwendete Immobilisierungskonzentrationen waren 50 ng/mL, 
100 ng/mL, 500 ng/mL und 1 µg/mL. Die besten Ergebnisse konnten mit 100 ng/mL freier 
Droge erzielt werden. Darauf aufbauend wurden 100 ng/mL THC-BSA immobilisiert und in 
einzelnen Versuchen Verdünnungen des primären und sekundären Antikörpers in einem 
Bereich von 1:250 bis 1:100.000 getestet. Zunächst wurde die Verdünnung des Antikörpers T1 
auf 1:20.000 festgelegt und anschließend erfolgte der Einsatz des fluoreszenzmarkierten 
sekundären Antikörpers in einer 1:250 Verdünnung. 
Durch diese Versuche und der damit verbundenen Variationen der verwendeten Antikörper- 
und Konjugatmengen konnte folgendes Ergebnis erzielt (Abbildung 37) werden. 
 
 
Abbildung 37: Kompetitiver Nachweis von THC nach verschiedenen Anpassungen. Es wurde 100 ng/mL des 
THC-BSA Konjugats immobilisiert. Der primäre Antikörper (T1) wurde 1:20.000 und der sekundäre Antikörper 
1:250 eingesetzt. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den 
Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 37 zeigt das Ergebnis des optimierten kompetitiven ELISAs für THC. Die 
geringste kompetitive Drogen-Konzentration die hier eingesetzt wurde, war 10 ng/mL. Durch 
eine Erhöhung der Immobilisierungskonzentration und der eingesetzten Menge des sekundären 
Antikörpers und einer stärkeren Verdünnung des primären Antikörpers konnte eine 
Verbesserung der Sensitivität (Abbildung 27) erreicht werden. Da sich dieses Ergebnis nicht 
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reproduzieren ließ, die Konzentration an THC mit 10 ng/mL um einen Faktor 10 über den 
Grenzwert liegt und der Verbrauch des sekundären Antikörpers auf Grund der geringen 
Verdünnung sehr hoch war, wurde der Nachweis von THC im kompetitiven ELISA nicht 
weiterverfolgt. 
Für die Nachweise von Methadon (Abbildung 38a), MDMA (Abbildung 38b) und 
Benzoylecgonin (Abbildung 38c) konnten hingegen reproduzierbare Eichkurven mit 
ausreichender Sensitivität durchgeführt werden. Hauptaugenmerk wurde hier auf den linearen 
Bereich gelegt, welcher für die spätere Quantifizierung maßgebend ist. Der lineare Bereich 
wurde anhand des Kurvenverlaufs, der LOD und LOQ und in der späteren statistischen Analyse 
mittels einem linearen Fit mit entsprechend hoher Korrelation ( 0,9) definiert. Vom Methadon-
BSA wurde 1 µg/mL, vom MDMA-BSA 500 ng/mL und vom Benzoylecgonin-BSA 
600 ng/mL immobilisiert. Anschließend wurde eine Inkubation mit einem Gemisch aus Serum, 
dem jeweiligen primären Antikörper und einer steigenden Menge an reiner Droge 
vorgenommen. Es wurden 10 verschiedenen kompetitive Drogenkonzentration in Triplikaten 
eingesetzt. Die Detektion erfolgte mit dem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper 
(1:1.000). Es wurden für jede Eichkurve 5 (Benzoylecgonin) bis 10 (Methadon) 
Wiederholungen durchgeführt, um für die Berechnung der Koeffizienten eine ausreichend 
große Anzahl an Wiederholungen zu erhalten. Auf Grund der Übersichtlichkeit werden vier 
Wiederholungen (I-IV) gezeigt. 
 
     
Abbildung 38: Ergebnisse der Eichkurven für a) Methadon (Antikörper Mt1 (1:500)), b) MDMA (Antikörper MD1 
(1:2.000)) und c) Benzoylecgonin (Antikörper K1 (1:1.000)). Es werden 4 Wiederholungen (I – IV) gezeigt. Vom 
Methadon-BSA Konjugat wurde 1µg/mL, vom MDMA-BSA Konjugat 500 ng/mL und vom Benzoylecgonin-
BSA Konjugat 600 ng/mL immobilisiert. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert aus Triplikaten subtrahiert 
mit dem Mittelwert des Hintergrunds (Karbonatpuffer). Der Nachweis erfolgte mit dem primären Antikörpern mit 
anschließender Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper (1:1.000). Jeder Datenpunkt 
entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die 
Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 38a zeigt die sigmoidale Eichkurve von Methadon. Diese ist durch zwei 
Plateaus mit dazwischenliegenden linearen Bereich gekennzeichnet. Das bedeutet, dass sehr 
a)  b)  c)  
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niedrige bzw. sehr hohe Drogenkonzentrationen nicht unterschieden werden können. Der 
quantifizierbare bzw. lineare Bereich beginnt ab etwa 25 ng/mL und endet bei 125 ng/mL. Die 
Nachweisgrenze (LOD), definiert durch ein Signal-Rauschen-Verhältnis (SNR) von 3, liegt bei 
150 ng/mL. Dieser Wert bezeichnet grundsätzlich die erste Konzentration die über dem 
Hintergrund liegt. Auf Grund des kompetitiven Ansatzes ist dieser Wert die höchste messbare 
kompetitive Drogenkonzentration. Die Bestimmungsgrenze (LOQ), welche den unteren Wert 
markiert bzw. die Konzentration die verlässlich von dem Nullwert unterschieden werden kann, 
lag bei 10 ng/mL. Die Reproduzierbarkeit ist für den linearen Bereich sehr gut. Im niedrigeren 
Konzentrationsbereich waren Signalunterschiede zwischen den Wiederholungen zu 
beobachten. Jedoch war das Kurvenverhalten mit einer beginnenden Plateauphase immer 
identisch. Der Variationskoeffizient (CV), welcher ein Maß für die Reproduzierbarkeit ist, lag 
für die gesamte Eichkurve von Methadon zwischen 4 % - 13 % und liegen damit unter den von 
der GTFCh geforderten Werten (15 % - 20 %). Für die Pearson R (Korrelationskoeffizient) für 
die Wiederholungen untereinander konnte ein Wert von 0,99 erreicht werden. 
Ein anderer Kurvenverlauf zeigte sich am Beispiel von MDMA (Abbildung 38b). Der 
Nachweis von MDMA zeigte über den gesamten Verlauf einen linearen Zusammenhang. 
Dementsprechend groß ist auch hier der quantifizierbare Bereich von 0 ng/mL bis 250 ng/mL. 
Die LOD lag für den Nachweis von MDMA bei 250 ng/mL und die LOQ ebenfalls bei 
10 ng/mL. Da Konzentrationen bis um ein 10-faches über den Grenzwert nachgewiesen werden 
können, werden die Vorgaben der GTFCh erfüllt. Damit ist die Erweiterung der Eichkurve um 
höhere Konzentrationen nicht notwendig. Bezüglich der Reproduzierbarkeit gab es im 
Vergleich zu Methadon und Benzoylecgonin größere Abweichungen. Es wurde beobachtet, 
dass die absoluten Signalintensitäten zwischen den einzelnen Bestimmungen voneinander 
abweichen und die Eichgeraden parallel zueinander verlaufen. Dies bedeutet, dass die 
Gleichungen, welche zur Konzentrationsbestimmung unbekannter Serumproben genutzt 
werden, zu unterschiedlichen Ergebnissen führen würden. Dies hat zur Folge, dass für jede 
Quantifizierung eine gesonderte Eichgeraden mitzuführen ist. Zusätzlich erhöht eine 
individuelle Eichkurve pro Quantifizierung die Zuverlässigkeit. Bedingt durch die hohe Anzahl 
an Wiederholungen wurden CVs von 2 % - 12 % erreicht, welche zum Teil deutlich unter den 
geforderten Werten liegen. Der Korrelationskoeffizient für die Eichkurve von MDMA lag 
zwischen 0,91 – 0,97. 
Die Eichkurve für Benzoylecgonin (Abbildung 38c) beginnt mit einen linearen Bereich, 
welcher ab einer kompetitiven Drogenkonzentration von 300 ng/mL in ein Plateau übergeht. 
Dies bedeutet, dass ein großer quantifizierbarer Bereich von 0 ng/mL bis mindestens 
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200 ng/mL vorliegt. Für die Eichgerade von Benzoylecgonin wurde eine LOD von 500 ng/mL 
und eine LOQ von 10 ng/mL erreicht. Wie bereits bei Methadon zu beobachten war (Abbildung 
38a), gibt es im Plateaubereich zwischen den einzelnen Messungen größere Abweichungen. 
Der lineare Bereich ist allerdings duch eine sehr gute Reproduzierbarkeit charakterisiert. Für 
die Eichkurve von Benzoylecgonin konnten CVs zwischen 3 % - 15 % erreicht werden. Auch 
hier entsprechen die Werte den Richtlinien. Für die Wiederholungen lag der Pearson R 
zwischen 0,92 – 0,98. Es muss darauf hingewiesen werden, dass die Produktion des anti-Kokain 
Antikörpers K1, welcher zum Nachweis von Benzoylecgonin genutzt wurde, im Verlauf der 
Arbeit eingestellt wurde. Dies hatte zur Folge, dass einige Experimente bzw. Wiederholungen 
nicht mehr durchgeführt werden konnten. 
Nach der Etablierung der Eichkurven für MDMA, Methadon und Benzoylecgonin, welche 
durch sehr gute Sensitivitäten gekennzeichnet sind, und der Überprüfung der 
Reproduzierbarkeit, wurde getestet, ob die Anwesenheit mehrerer Drogen bzw. Drogen-
spezifischer Antikörper Einfluss auf die Eichkurve haben kann. Diese Versuche dienten der 
Überprüfung ob sich die verwendeten primären Antikörper auch zur Verwendung in einem 
Multiplex-Verfahren eignen. Für eine Anwendung im Multiplex-Verfahren dürfen keinerlei 
Einflüsse sichtbar sein. 
 
3.5.6. Einfluss von Drogengemischen und Antikörpergemischen auf die 
Reproduzierbarkeit der Eichgeraden 
Die unter 3.5.5 etablierten Eichkurven wurden im Folgenden bezüglich ihrer Stabilität unter 
der Zugabe mehrerer Drogen bzw. Drogen-spezifischer Antikörper getestet. Dies sollte einen 
Eindruck ermöglichen, ob die jeweiligen Antikörper weiterhin spezifisch ihren Analyten 
nachweisen können und ob der Ansatz für spätere Multiplex-Verfahren genutzt werden kann. 
Diese Überprüfung ist notwendig, da unter realen Bedingungen ein Konsum mehrerer Drogen 
bzw. die Anwesenheit von Metaboliten und Abbauprodukten in der Probe möglich ist. Zum 
Vergleich und besseren Einschätzung der Ergebnisse wird zusätzlich eine Kontrolle gezeigt, 
bei der jeweils nur die reine Droge im Serum vorhanden war bzw. nur der jeweilige spezifische 
primäre Antikörper verwendet wurde.  
Mit Ausnahme von Benzoylecgonin wurden die jeweiligen Experimente mindestens einmal 
wiederholt.  
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Abbildung 39: a) Nachweis von MDMA unter Zugabe mehrerer Drogen (blau) und Drogen-spezifischer 
Antikörper (rot). Als Vergleich dient ein Versuch in dem nur MDMA und der anti-MDMA Antikörper MD1 
vorhanden waren (schwarz). b) Nachweis von MDMA unter Zugabe verschiedener primärer Antikörper und 
Vergleich des Ergebnisses bei Verwendung von validierten (rot) und kreuzreagierenden (schwarz) Antikörpern. 
Vom MDMA-BSA Konjugat wurde 500 ng/mL immobilisiert. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert aus 
Triplikaten subtrahiert mit dem Mittelwert des Hintergrunds (Karbonatpuffer). Der Nachweis erfolgte mit einem 
primären anti-MDMA Antikörper (1:2.000) mit anschließender Detektion mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten 
sekundären Antikörpers (1:1.000). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem 
Versuch. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 39a zeigt, dass MDMA auch bei der Verwendung mehrerer Drogen oder 
primärer Antikörper spezifisch und mit gleicher Sensitivität nachgewiesen werden kann und 
der Verlauf der Eichkurve einen sehr ähnlichen Verlauf hat. Zur Kontrolle nur mit MDMA 
waren nur geringe Signalunterschiede zu beobachten. Am Beispiel von MDMA wurde 
zusätzlich überprüft, ob eine Messung beeinflusst werden kann, wenn nicht nur als spezifisch 
klassifizierte primäre Antikörper verwendet werden. Das Ergebnis ist in Abbildung 39b zu 
sehen. Sobald Antikörper enthalten sind, die als kreuzreagierend in der vorangegangenen 
Qualitätskontrolle klassifiziert wurden, wurde die Signalabnahme bei einer Kompetition 
deutlich gemindert. Das bedeutet, dass der Drogennachweis nicht mehr in ausreichender 
Sensitivität durchgeführt werden kann. Das Ergebnis unterstreicht die Wichtigkeit der 
Antikörpervalidierung.  
Als Vergleich dienen die Nachweise mit Antikörper- bzw. Drogengemischen von 
Benzoylecgonin (Abbildung 40a) und Methadon (Abbildung 40b). 
 
a)  b)  
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Abbildung 40: a) Nachweis von Benzoylecgonin unter Zugabe mehrerer Drogen (rot). Als Vergleich dient ein 
Versuch in dem nur Benzoylecgonin und der anti-Benzoylecgonin Antikörper B1 vorhanden waren (schwarz). 
Vom Benzoylecgonin-BSA Konjugat wurde eine Konzentrationsreihe immobilisiert. Jeder Datenpunkt entspricht 
dem Mittelwert aus Triplikaten subtrahiert mit dem Mittelwert des Hintergrunds (Karbonatpuffer). Der Nachweis 
erfolgte mit einem primären anti-Benzoylecgonin Antikörper (1:1.000) mit anschließender Detektion mit Hilfe 
eines fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörpers (1:1.000) b) Nachweis von Methadon unter Zugabe mehrerer 
Drogen (rot) und Drogen-spezifischer Antikörper (blau). Als Vergleich dient ein Versuch in dem nur Methadon 
und der anti-Methadon Antikörper Mt1 vorhanden waren (schwarz). Vom Methadon-BSA Konjugat wurde 
1 µg/mL immobilisiert. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert aus Triplikaten subtrahiert mit dem 
Mittelwert des Hintergrunds (Karbonatpuffer). Der Nachweis erfolgte mit einem primären anti-Methadon 
Antikörper (1:500) mit anschließender Detektion mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörpers 
(1:1.000). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten 
wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Beim Nachweis von Benzoylecgonin (Abbildung 40a) kam es zu geringen Unterschieden in 
den Signalintensitäten, sobald 9 Drogen im Serum vorhanden waren. Generell sind die 
Intensitäten des Drogen-Mix (rot) höher als die der Kontrolle (schwarz). Da auch die 
Signalintensität bei einer kompetitiven Drogenkonzentration von 0 ng/mL erhöht war, ist davon 
auszugehen, dass die Unterschiede auf Varianzen der Antikörperbindung zurückzuführen sind. 
Geringe Abweichungen in den Signalintensitäten wurden bereits bei Wiederholungen im 
kompetitiven ELISA zum Nachweis von Benzoylecgonin bei Zugabe nur einer Droge 
beobachtet (Abbildung 38c). Zunächst wurde davon ausgegangen, dass der primäre Antikörper 
trotz der verschiedenen Drogen in der Lage war spezifisch seinen Analyten zu binden. Durch 
den Produktionsstopp des Antikörpers konnten keine weiteren Versuche zur Überprüfung 
durchgeführt werden. 
Während bei Benzoylecgonin und MDMA geringe Einflüsse der Gemische auf das Ergebnis 
erkennbar waren, war dies bei Methadon und dem Antikörper Mt1 (Abbildung 40b) nicht der 
Fall. Der Kurvenverlauf, welcher durch die zwei Plateauphasen mit einem 
dazwischenliegenden linearen Bereich gekennzeichnet ist, ist identisch unabhängig von der 
Anzahl der vorhandenen Drogen (rot) oder Drogen-spezifischer Antikörper (blau). Daraus lässt 
sich schlussfolgern, dass der anti-Methadon Antikörper Mt1 keine Kreuzreaktivitäten mit 
anderen primären Antikörpern und mit anderen Drogen aufweist.   
a)  b)  
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Da bei den Nachweisen von Methadon, MDMA und Benzoylecgonin nur sehr geringe bis keine 
Unterschiede zu beobachten waren, lässt sich schlussfolgern, dass die hier beschriebenen 
Antikörper auch im Multiplex-Verfahren genutzt werden können.  
Nachdem die Stabilität der Eichkurven mit der Vermessung von Gemischen aus verschiedenen 
Drogen und primären Antikörpern überprüft und bestätigt wurde, wurde die Verifizierung des 
Versuchsaufbaus durchgeführt. Diese diente der Überprüfung, ob der Ansatz auch bei 
Blindproben bzw. authentischen Serumproben verlässliche Ergebnisse liefert. Dazu wurden 
exemplarisch für Methadon und Benzoylecgonin Blindproben (Abschnitt 3.5.7) und für 
MDMA, Benzoylecgonin und Methadon (Abschnitt 3.6) vom LKA Berlin bereitgestellte 
Serumproben vermessen. Die errechneten Konzentrationen wurden anschließend mit den 
Referenzdaten verglichen. 
 
3.5.7. Analyse von im Labor hergestellter Blindproben 
Zur Verifizierung des Versuchsaufbaus wurden von einer Drittperson gespikte Serumproben 
mit unbekannter Drogenkonzentration vorbereitet. Diese Proben wurden dann mit dem 
jeweiligen primären Antikörper versetzt und zusammen mit einer Eichkurve in der 96-well 
MTP inkubiert. Zunächst wurden jeweils 5 Proben vermessen, um in Wiederholungen auf die 
geforderten 10 Proben aufzustocken. Es wurden Blindproben für Benzoylecgonin (Abbildung 
41) und Methadon (Abbildung 42) hergestellt und vermessen. 
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Abbildung 41: Ergebnis der Quantifizierung von Blindproben für Benzoylecgonin. Gegenübergestellt sind die mit 
Hilfe der Eichkurve errechneten Werte (schwarz) und die Referenzwerte (rot). Vom Benzoylecgonin-BSA 
Konjugat wurden 600 ng/mL immobilisiert. Der Nachweis erfolgte mit dem primären anti-Kokain Antikörper K1 
(1:1.000) mit anschließender Detektion mit Hilfe eines fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörpers (1:1.000). 
Die aus dem linearen Bereich der Eichkurve ermittelte Gleichung diente der Berechnung der Konzentrationen.  
 
Die Abbildung 41 zeigt die Gegenüberstellung errechneter und gegebener Werte von fünf 
Blindproben für Benzoylecgonin. Mit Ausnahme der Blindprobe 1 weichen die 
Konzentrationsangaben stark von den vorgegebenen Werten ab. Die kalkulierten Werte sind 
immer höher, als die tatsächlich bestimmten. Lediglich bei Blindprobe 1, deren tatsächlicher 
Wert knapp über 0 ng/mL lag, war die Bestimmung mittels kompetitiven ELISA 
zufriedenstellend. Für die anderen Proben lagen die prozentualen Abweichungen bei 10 % 
(Blindprobe 5), 46 % (Blindprobe 4), 48 % (Blindprobe 2) und 77 % (Blindprobe 3). Die 
Abweichungen der errechneten Drogenkonzentrationen könnten durch der zur Berechnung 
genutzten Gleichung des linearen Bereichs begründet sein. Ein ähnliches Ergebnis lieferte die 
Bestimmung der Blindproben für Methadon (Abbildung 42). 
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Abbildung 42: Ergebnis der Quantifizierung von Blindproben für Methadon. Gegenübergestellt sind die mit Hilfe 
der Eichkurve errechneten Werte (schwarz) und die Referenzwerte (rot). Vom Methadon-BSA Konjugat wurden 
1 µg/mL immobilisiert. Der Nachweis erfolgte mit dem primären anti-Methadon Antikörper Mt1 (1:500) mit 
anschließender Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörpers (1:1.000). Die aus dem 
linearen Bereich der Eichkurve ermittelte Gleichung diente der Berechnung der Konzentrationen. 
 
Auch die Quantifizierung der Blindproben für Methadon zeigte zum Teil große Abweichungen 
zwischen errechneter und tatsächlicher Drogenkonzentration. Die Blindprobe 1 konnte 
zufriedenstellend quantifiziert werden. Für die übrigen Proben ergaben sich meist zu niedrige 
Konzentrationen als ursprünglich eingesetzt. Nur für die Blindprobe 4 wurde ein höherer Wert 
errechnet als tatsächlich vorlag. Beide Messungen der Blindproben zeigten zum Teil erhebliche 
Unterschiede. Bei der Bestimmung der Blindproben für Methadon lagen die prozentualen 
Abweichungen zwischen 21 % (Blindprobe 4), 82,5 % (Blindproben 3) und > 100 % 
(Blindproben 2 und 5). Um den Versuchsaufbau hinsichtlich einer realen Fragestellung und zur 
besseren Einschätzung der Qualität der Quantifizierungen zu überprüfen, wurden 
Serumproben, welche vom LKA Berlin bereitgestellt wurden, vermessen. Gespikte 
Blindproben sind durch die Herstellung im Labor nur bedingt dazu geeignet. Die Vermessung 
authentischer Proben entspricht zudem der Vorgabe der GTFCh. Daher wurde auf wiederholte 
Messungen mit 10 Blindproben verzichtet. Mit der Quantifizierung der authentischen 
Serumproben soll auch der Vergleich zwischen massenspektrometrischen und 
immunologischen Messungen vorgenommen werden. Diese Proben unterscheiden sich von den 
Blindproben hinsichtlich der Lagerung und vor allem in ihrer Zusammensetzung. Bei den vom 
LKA Berlin bereitgestellten Proben kann angenommen werden, dass neben den 
Serumbestandteilen und der Droge noch weitere Metaboliten vorhanden sind, welche Einfluss 
auf die Messung haben können. 
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3.6. Analyse von vom LKA bereitgestellten Serumproben und Vergleich mit 
massenspektrometrischen Daten 
Die entwickelte Methode wurde auf eine reale Fragestellung angewendet, um die Qualität im 
Vergleich zu Standardmethoden zu überprüfen. Es wurden Serumproben vermessen, die vom 
Landeskriminalamt Berlin bereitgestellt wurden. Um eine Richtlinie der GTFCh zu erfüllen, 
müssen mindestens 10 authentische Proben mit einer 90 %-igen Übereinstimmung klassifiziert 
werden. Die Proben wurden Verkehrssündern, die unter Drogenverdacht standen, entnommen 
und anschließend die Drogenkonzentration massenspektrometrisch quantifiziert. Diese 
Referenzwerte wurden vom LKA Berlin bereitgestellt und konnten zum Vergleich mit 
berechneten Werten der kompetitiven ELISAs herangezogen werden. Die Serumproben 
wurden ca. 3 Jahre bei – 80 °C gelagert. Durch die lange Lagerung und mehrfachem Auftauen, 
u.a. für die Aliquotierung und Transport, kann im Serum eine komplexe Zusammensetzung von 
Drogen, Metaboliten und anderen Stoffwechselprodukten vorliegen. Daher ist die verlässliche 
Quantifizierung dieser Serumproben anspruchsvoller, als die der im Labor hergestellten 
Blindproben. 
Trotz gezeigter Lagerfähigkeit (Abbildung 36) der MTPs für die Quantifizierung wurden 
individuelle Eichkurven erstellt. Diese dienten zur Absicherung, um etwaige Varianzen in der 
Antikörperbindung erfassen zu können. Für Benzoylecgonin wurde keine Eichkurve parallel 
mitgeführt, da nur noch Restbestände des primären Antikörpers vorhanden waren, welcher zur 
Quantifizierung eingesetzt wurde und die Firma die Produktion des Antikörpers eingestellt 
hatte. Dafür wurden alle Wiederholungen der Eichkurve in eine zusammengefasst und die 
Gleichung des linearen Bereichs zur Berechnung genutzt. Für Methadon wurde seitens des 
LKA Berlin lediglich eine qualitative Bestimmung durchgeführt, sodass keine 
Konzentrationsangaben als Referenzwerte zur Verfügung standen. Dies ermöglicht nur eine 
Abschätzung, ob die Tendenz der Quantifizierungen korrekt sein könnte.  
Die Serumproben wurden anonymisiert und mit einer Buchstaben-Zahlen-Kombination 
bezeichnet. Sofern Proben mehrfach vermessen wurden, wird der jeweiligen Bezeichnung ein 
kleiner Buchstabe (a, b, ...) hinzugefügt. Den mittels LC-/GC-MS erhaltenen Daten wurde ein 
Fehler von +/- 15 % zugeordnet. Diese Angabe entspricht einem durch die GTFCh definierten 
akzeptablen Niveau. Die mittels kompetitiven ELISA erhaltenen Signalintensitäten (n = 3) 
wurden gemittelt und anschließend in die Gleichung der Eichgeraden eingesetzt. Anhand der 
Rohwerte der einzelnen Triplikate wurde die Standardabweichung berechnet und auf die 
errechneten Konzentrationen angewendet.  
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Im Folgenden sind die Ergebnisse aus kompetitiven ELISA und LC-/GC-MS für Methadon, 
Benzoylecgonin und MDMA dargestellt (Abbildung 43 - Abbildung 45). 
 
 
Abbildung 43: Vergleich der Ergebnisse einer Quantifizierung von Methadon. Gegenübergestellt werden hier die 
errechneten Konzentrationen durch ELISA (schwarz) und qualitative Peakhöhen durch LC-MS (blau). 
Mehrfachbestimmungen einer Probe werden durch den Zusatz eines Kleinbuchstaben markiert. Proben die mit 
einem * gekennzeichnet sind, wurden 1:3 verdünnt eingesetzt. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 3 
Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 43 zeigt das Ergebnis von Quantifizierungen von Serumproben positiv für 
Methadon und die Gegenüberstellung von ELISA und LC-MS. Da von den LC-MS Messungen 
nur qualitative Daten vorhanden waren, lässt sich lediglich die Tendenz abschätzen. Generell 
lässt sich sagen, dass die Messungen ähnliche Ergebnisse lieferten. Die Verdünnungen der 
Proben Meth5 und Meth12 lieferten im Gegensatz zu den anderen Proben einen sehr hohen 
Fehler, was ein Effekt der Probenvorbereitung sein kann. Die wiederholten Messungen der 
Proben Meth5 und Meth7 lieferten vergleichbare Ergebnisse. Die Abweichungen zwischen den 
jeweiligen Berechnungen der Wiederholungen lagen bei 22 %. Erstellt man eine Rangliste mit 
den jeweiligen Werten, so ergeben sich gute Übereinstimmungen zwischen den ELISA Werten 
und den LC-MS Werten. Als Ausnahme ist die Probe Meth11 zu nennen. Diese wäre im 
Ranking beim ELISA mit einem geringen Wert geführt worden, gehörte aber nach der LC-MS 
Messung zu den Proben mit den höchsten Werten. Werden die Verhältnisse der jeweiligen 
Methode zwischen den Proben miteinander verglichen, ergibt sich folgendes: 
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• gleiche Verhältnisse bei: Proben Meth3 zu Meth11 und Meth12; Meth4 zu Meth8 und 
Meth2 zu Meth4 und Meth7 
• geringe Abweichungen (max. Faktor 2) in den Verhältnissen bei: Proben Meth7 zu 
Meth4 und Meth8; Meth10 zu Meth6 
• große Abweichungen (Faktor > 2) in den Verhältnissen bei: Meth9 zu Meth5, Meth3 zu 
Meth6 und Meth10; Meth11 zu Meth12 
Anhand der Verhältnisse lässt sich schlussfolgern, dass die Vergleichbarkeit beider Methoden 
in diesem Fall nur bedingt gegeben ist. Es wurden jedoch quantitative mit qualitativen Daten 
verglichen, sodass ein direkter Vergleich nicht möglich war. 
Als nächstes sollen ELISA und GC-MS Messungen zur Quantifizierung von Benzoylecgonin 
verglichen werden (Abbildung 44). Da für den Nachweis von Benzoylecgonin keine 
individuelle Eichkurve mitgeführt werden konnte, wurde durch die Zusammenfassung aller 
Eichkurven durch die Bestimmung des Mittelwertes eine allgemein gültige Eichgerade erstellt. 
 
      
Abbildung 44: a) Vergleich der Ergebnisse einer Quantifizierung von Benzoylecgonin. Gegenübergestellt werden 
hier die errechneten Konzentrationen durch ELISA (schwarz) und durch GC-MS (blau). Mehrfachbestimmungen 
einer Probe werden durch den Zusatz eines Kleinbuchstaben markiert. b) Zusammengefasste Eichgerade für 
Benzoylecgonin mit linearen Fit. Diese wurde durch die Berechnung des Mittelwertes aller erstellten Eichkurven 
erhalten. Der lineare Fit ist durch eine Korrelation von 0,92 gekennzeichnet. Die erhaltene Gleichung y = -35,36x 
+ 18.659 wurde zur Konzentrationsberechnung im ELISA verwendet. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert 
von 3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
In Abbildung 44a ist die Quantifizierung von Benzoylecgonin im Serum gezeigt. Prinzipiell 
liefern beide Messmethoden sehr ähnliche Ergebnisse. Dies wird durch ein gutes Pearson R von 
0,93 belegt. Die Klassifizierung der einzelnen Proben anhand des Richtwertes von 30 ng/mL 
als positiv oder negativ wäre mit beiden Methoden identisch. Zusätzlich konnten wiederholte 
Messungen eine gute Reproduzierbarkeit, z.B. für die Proben B9 mit einer Abweichung 
zwischen den Wiederholungen von 4 % und B10 mit 10 %, zeigen. Die größte Abweichung 
a)  b)  
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wurde bei der Probe B2 mit 51 % beobachtet. Zwischen den aufgetragenen Konzentrationen 
beider Methoden lagen die prozentualen Abweichungen zwischen 1 % (Probe B2b) und 62 % 
(Probe B6a) und im Mittel ca. bei 30 %. Auffallend ist, dass je höher die vorhandene 
Drogenkonzentration im Serum war, desto höher die Messfehler waren. Beim ELISA ist der 
Fehler bei hohen Benzoylecgonin-Konzentrationen in den vom LKA Berlin bereitgestellten 
Serumproben durch die Lage außerhalb der Eichgeraden begründet. Diese Proben müssten in 
einer Wiederholung verdünnt eingesetzt werden, um eine Quantifizierung zu ermöglichen. 
Diese Versuche konnten auf Grund der geringen Restmenge des primären Antikörpers nicht 
durchgeführt werden. Zur Berechnung der Konzentrationen wurde eine zusammengefasste 
Eichgerade (Abbildung 44b) verwendet. Dies könnte zu geringen Abweichungen zu den 
gegebenen GC-MS Daten geführt haben. 
Im Folgenden wird die Quantifizierung für MDMA gezeigt (Abbildung 45). Auch hier konnten 
Konzentrationsangaben aus einem kompetitiven ELISA und GC-MS Messungen verglichen 
werden. 
 
 
Abbildung 45: Vergleich der Ergebnisse einer Quantifizierung von MDMA. Gegenübergestellt werden hier die 
errechneten Konzentrationen durch ELISA (schwarz) und durch GC-MS (blau). Mehrfachbestimmungen einer 
Probe werden durch den Zusatz eines Kleinbuchstaben markiert. Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert von 
3 Messwerten aus einem Versuch. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 45 zeigt den Vergleich von Konzentrationsbestimmungen von MDMA im 
Serum mittels ELISA und GC-MS. Es war möglich sehr ähnliche Ergebnisse im Vergleich zur 
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Standardmethode zu erzielen. Bei dem Vergleich beider Methoden konnte ein Pearson R von 
0,85 erzielt werden. Zusätzlich war die Reproduzierbarkeit der Mehrfachbestimmungen, wie 
von den Proben M1 (7 % Abweichung), M3 (1,6 % Abweichung) und M10 (3 % Abweichung), 
sehr gut. Die Probe M8 wurde in beiden Wiederholungen als falsch-positiv klassifiziert. Hier 
wurde auch die höchste Abweichung zwischen den Wiederholungen mit 64 % (ELISA Probe 
M8a und M8b) beobachtet. Zwischen den Konzentrationen von ELISA und GC-MS lagen die 
prozentualen Abweichungen zwischen den Methoden im Bereich von 10 % (Probe M4) und 
66 % (Probe M8) und im Mittel ca. bei 38 %. Auch hier fällt auf, dass die Messfehler mit 
steigender Drogenkonzentration ebenfalls zunehmen. In diesem Fall liegen diese 
Konzentrationen am Rand des Bereiches, welche durch die Eichgerade im ELISA abgedeckt 
wird. Dies könnte zu dem erwähnten Fehler führen. 
Generell lässt sich festhalten, dass die Quantifizierungen von Drogen-positiven Serumproben 
mit immunologischen und massenspektrometrischen Verfahren bis auf wenige Ausnahmen 
vergleichbare Ergebnisse lieferten. 
 
3.7. Miniaturisierung des Versuchsaufbaus auf Microarrays 
Der nächste Schritt war die Übertragung des kompetitiven ELISAs auf Microarrays. Dieser 
Schritte sollte u.a. einen parallelen Nachweis ermöglichen, den Verbrauch der Reagenzien 
minimieren und einen höheren Durchsatz ermöglichen. Um möglichst viele Proben untersuchen 
zu können und eine MTP am besten nachzubilden, wurde in einem 16-Kammer Format 
gearbeitet. In jede der Kammern wurden exakt die selben Analyten immobilisiert. Die 
Konjugate, Antikörper und Kontrollen wurden mit Hilfe eines nicht-Kontakt Dispensiersystems 
auf Epoxy-beschichtete Objektträger aufgetragen. Nach über Nacht Lagerung fand dann der 
Versuch statt, der dem Protokoll eines kompetitiven ELISAs entspricht. 
 
3.7.1. Überprüfung der Funktionalität der Antikörper 
Zunächst wurde getestet, ob die primären Antikörper, welche im ELISA validiert wurden, auch 
auf dem Microarray das jeweilige Drogen-BSA Konjugat spezifisch nachweisen können. 
Zusätzlich wurde überprüft, ob eine Kompetition möglich ist. Für eine erste Einschätzung 
wurde eine hohe kompetitive Konzentration gewählt.  
Im Folgenden wird dargestellt, ob ein spezifischer Nachweis des Drogen-BSA Konjugats 
(schwarz) und eine Kompetition (rot) möglich ist. Zunächst sollte Methadon-BSA mit dem 
Antikörper Mt1 nachgewiesen werden (Abbildung 46).  
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Abbildung 46: Ergebnis eines Microarrays für Methadon. Es wurde 1µg/mL des Methadon-BSA Konjugats 
immobilisiert. Anschließend wurde ein Blockierschritt mit 2 % BSA durchgeführt. Nach der Inkubation mit dem 
in Serum angesetzten primären Antikörper Mt1 (1:100) folgte die Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten 
sekundären Antikörper (1:1.000). Es wurde ein direkter Nachweis (schwarz) und ein kompetitiver Ansatz (rot) 
durchgeführt. Kompetitiv wurden 500 ng/mL reines Methadon eingesetzt. Die Auswertung der Spots erfolgte mit 
GenePix Pro 7. Von den Replikaten aus einem Versuch wurde der Median gebildet und davon der lokale 
Hintergrund abgezogen. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 46 zeigt das Ergebnis eines Microarrays zum Nachweis von Methadon-BSA. 
Dieser war nicht erfolgreich. Die gemessenen Werte waren deutlich geringer als die des Serums 
und wurden damit als Hintergrundrauschen deklariert. Ähnlich schwache Signale wie für 
Methadon-BSA wurden für MDMA-BSA und Kokain-BSA gemessen. Neben dem Serum 
waren nur noch die Positivkontrollen, d.h. der anti-Methadon Antikörper Mt1 und der 
sekundäre Antikörper, nachzuweisen. Auf Grund dieses Resultats wurde der Nachweis von 
Methadon auf Microarrays verworfen.  
Ähnliche Ergebnisse wurden beim Nachweis von THC-BSA gemessen. Die Auswertung ist im 
Anhang zu finden (Abbildung 75). Das THC-BSA Konjugat konnte zwar nachgewiesen 
werden, aber die gemessenen Signalintensitäten waren vergleichbar mit denen vom Serum. 
Dies bedeutet, dass die Signale von THC-BSA im Hintergrund liegen. Weitere niedrige Werte 
wurden für MDMA-BSA und Kokain-BSA bestimmt. Weiterhin konnte auch kein Einfluss des 
kompetitiven THCs beobachtet werden, so dass als Folge der Nachweis von THC auf 
Microarray ebenfalls verworfen wurde.  
Als nächstes wurde der Nachweis von Benzoylecgonin untersucht. Im ELISA erfolgte die 
Quantifizierung mittels dem anti-Kokain Antikörper K1, welcher kein Kokain im Serum 
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nachweisen konnte. Ob sich der Antikörper auf Microarrays genauso verhält, wurde geprüft 
(Abbildung 47). 
 
 
          
Abbildung 47: Ergebnis eines Microarrays für a) Kokain mit dem Antikörper K3 und b) Benzoylecgonin mit dem 
K1 Antikörper. Es wurde 500 ng/mL des Kokain-BSA Konjugats und 600 ng/mL des Benzoylecgonin-BSA 
Konjugats immobilisiert. Anschließend wurde ein Blockierschritt mit 2 % BSA durchgeführt. Nach der Inkubation 
mit dem in Serum angesetzten primären Antikörper (1:100) folgte die Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten 
sekundären Antikörper (1:1.000). Es wurde ein direkter Nachweis (schwarz) und ein kompetitiver Ansatz (rot) 
durchgeführt. Kompetitiv wurden je 500 ng/mL a) Kokain und b) Benzoylecgonin eingesetzt. Die Auswertung der 
Spots erfolgte mit GenePix Pro 7. Von den Replikaten aus einem Versuch wurde der Median gebildet und davon 
der lokale Hintergrund abgezogen. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 47a zeigt einen spezifischen Nachweis für Kokain-BSA. Neben den 
Positivkontrollen wurde wieder das Hintergrundsignal vom Serum und MDMA-BSA auf 
selben Level gemessen. Im kompetitiven Ansatz konnte eine Signalabnahme beobachtet 
werden. Beim Nachweis von Benzoylecgonin (Abbildung 47b, schwarz) konnte 
Benzoylecgonin-BSA nur mit ähnlichen Signalintensitäten wie Serum nachgewiesen werden. 
Es konnte eine Signalabnahme bei einer Kompetition durch freies Benzoylecgonin (Abbildung 
47b, rot) beobachtet werden. Zusätzlich wurde das Kokain-BSA Konjugat detektiert. Dabei 
wurden sehr hohe Signalintensitäten erreicht. Weiterhin war eine Signalabnahme bei Zugabe 
von freiem Benzoylecgonin zu beobachten. In nachfolgenden Experimenten müsste getestet 
werden, ob auch freies Kokain detektiert wird. Diese konnten nicht durchgeführt werden, da 
die Produktion des anti-Kokain Antikörpers K1 eingestellt wurde.  
Ein Beispiel für einen erfolgreichen spezifischen kompetitiven Nachweis ist MDMA-BSA 
(Abbildung 48). 
 
a)  b)  
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Abbildung 48: Ergebnis eines Microarrays für MDMA-BSA Es wurde 1 µg/mL des MDMA-BSA Konjugats 
immobilisiert. Anschließend wurde ein Blockierschritt mit 2 % BSA durchgeführt. Nach der Inkubation mit dem 
in Serum angesetzten primären Antikörper MD1 (1:100) folgte die Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten 
sekundären Antikörper (1:1.000). Es wurde ein direkter Nachweis (schwarz) und ein kompetitiver Ansatz (rot) 
durchgeführt. Kompetitiv wurden 500 ng/mL MDMA eingesetzt. Die Auswertung der Spots erfolgte mit GenePix 
Pro 7. Von den Replikaten aus einem Versuch wurde der Median gebildet und davon der lokale Hintergrund 
abgezogen. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 48 zeigt den erfolgreichen Nachweis des MDMA-BSA Konjugats und die 
Kompetition mit freiem MDMA im Serum. Wie in den zuvor gezeigten Beispielen (Abbildung 
46 und Abbildung 47) waren geringe Signale für das Serum zu beobachten. Es waren keine 
weiteren Signale von anderen Konjugaten neben den Positivkontrollen zu beobachten. Neben 
dem spezifischen Nachweis vom MDMA-BSA Konjugat konnte erfolgreich eine Kompetition 
mit MDMA erreicht werden.  
Durch diese Ergebnisse konnte als nächster Schritt wiederum eine Eichgerade für MDMA für 
eine Quantifizierung etabliert werden. Zunächst wurde aber auch hier der Einfluss des Serums 
und der Blockierschritt genauer betrachtet. 
 
3.7.2. Optimierung der Versuchsbedingungen 
Auch für die Durchführung der Microarrays wurden verschiedene Versuchsbedingungen 
optimiert bzw. genauer betrachtet. Zunächst wurde der Einfluss des Serums auf die 
Signalintensitäten untersucht (Abbildung 49). Dabei wurde verglichen, inwiefern das Ergebnis 
beeinflusst wird, wenn Blockierung und die Inkubation mit dem primären Antikörper in 2 % 
BSA und in Serum durchgeführt wurde. 
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Abbildung 49: Ergebnis eines Microarrays für MDMA-BSA. Es wurde 1 µg/mL des MDMA-BSA Konjugats 
immobilisiert. Anschließend wurde ein Blockierschritt durchgeführt. Nach der Inkubation mit dem primären 
Antikörper MD1 (1:100) folgte die Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper (1:1.000). 
Gegenübergestellt sind Blockierung und Inkubation mit dem primären Antikörper in 2 % BSA (schwarz, rot) und 
Serum (blau, grün). Es wurde ein ELISA (schwarz, blau) und ein kompetitiver Ansatz (rot, grün) durchgeführt. 
Kompetitiv wurden 500 ng/mL MDMA eingesetzt. Die Auswertung der Spots erfolgte mit GenePix Pro 7. Von 
den Replikaten aus einem Versuch wurde der Median gebildet und davon der lokale Hintergrund abgezogen. Aus 
den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Das Ergebnis eines Microarrays für MDMA-BSA zeigt den Vergleich der 
Versuchsdurchführung in verschiedenen Lösungen. Generell wurde beobachtet, dass die 
Durchführung in 2 % BSA zu höheren Signalintensitäten führt. Weiterhin wurde für 
immobilisiertes Serum bei der Verwendung von BSA höhere Signale beobachtet als bei einer 
Blockierung und Antikörperinkubation mit Serum. Die Kompetition und die Vergleichbarkeit 
der Signale für die Positivkontrollen war sowohl mit BSA, als auch mit Serum erfolgreich. 
Als weitere Optimierung wurden verschiedene Lösungen zum Absättigen freier Bindestellen 
der Oberfläche getestet. Dazu wurden die Signalintensitäten der immobilisierten Kontrollen bei 
Verwendung verschiedener Blockierungslösungen ausgewertet (Abbildung 50). 
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Abbildung 50: Ergebnis eines Microarrays zur Überprüfung der Blockierung mit Serum (schwarz), Ethanolamin 
(rot) und 2 % BSA (blau). Als Negativkontrollen wurden Karbonatpuffer, BSA und Serum und als Positivkontrolle 
der fluoreszenzmarkierte Antikörper immobilisiert. Nach dem Blockierschritt mit der jeweiligen Lösung folgte die 
Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper (1:1.000). Die Auswertung der Spots erfolgte 
mit GenePix Pro 7. Von den Replikaten aus einem Versuch wurde der Median gebildet und davon der lokale 
Hintergrund abgezogen. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 50 zeigt die Gegenüberstellung verschiedener Blockierungslösungen. Wenn mit 
Serum (schwarz) blockiert wurde, waren geringe Signale für den Puffer und BSA zu 
beobachten. Ein etwas höheres Signal wurde für das Serum detektiert. Das Signal des 
sekundären Antikörpers befand sich in der Sättigung. Dies war ebenfalls für die Blockierung 
mit Ethanolamin (rot) zu beobachten. Für Ethanolamin waren nur sehr geringe Signale für die 
Negativkontrollen Puffer, BSA und Serum zu beobachten. Für die Blockierung mit 2 % BSA 
(blau) waren keine Signale für den Puffer und BSA messbar, aber geringe Intensitäten für das 
Serum. Zusätzlich wurden für den sekundären Antikörper deutlich geringere Signalintensitäten 
erreicht. Nach Abwägung verschiedener Kriterien, welche vor allem die Komplexität des 
Versuchsablaufs betrafen, wurde für folgende Versuche 2 % BSA als Blockierungslösung 
gewählt. Neben den sehr schwachen Signalen für die Negativkontrollen bei der Verwendung 
von BSA, führte die Toxizität von Ethanolamin und die höheren Kosten bzw. die höheren 
Hintergrundsignale vom Serum zu dieser Entscheidung. 
Nach der Optimierung und Überprüfung verschiedener Versuchsbedingungen wurde die 
Etablierung der Eichkurve für MDMA realisiert.  
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3.7.3. Etablierung einer Quantifizierung auf Microarrays 
Nach der Überprüfung der Funktionsweise der primären Antikörper und einiger 
Versuchsbedingungen, wurde ein kompetitiver Nachweis von MDMA zur Quantifizierung 
etabliert (Abbildung 51). Dazu wurden 10 Kammern des Systems nach der Blockierung mit 
einer Lösung bestehend aus Serum, dem anti-MDMA Antikörper MD1 und steigenden 
Konzentrationen reiner Droge inkubiert. Die kompetitiven Drogenkonzentrationen waren 
identisch mit denen im ELISA (Abbildung 38b).  
 
 
Abbildung 51: Ergebnis eines kompetitiven Nachweises von MDMA auf einem Microarray. Es wurde 1 µg/mL 
des MDMA-BSA Konjugats immobilisiert. Anschließend wurde ein Blockierschritt mit 2 % BSA durchgeführt. 
Nach der Inkubation mit dem in Serum angesetzten primären Antikörper MD1 (1:100) folgte die Detektion mit 
einem fluoreszenzmarkierten sekundären Antikörper (1:1.000). Die Auswertung der Spots erfolgte mit GenePix 
Pro 7. Von den Replikaten aus einem Versuch wurde der Median gebildet und davon der lokale Hintergrund 
abgezogen. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
 
Die Abbildung 51 zeigt die Auswertung eines Microarrays zum kompetitiven Nachweis für 
MDMA. Die Kurve zeigte einen geringfügig anderen Verlauf im Vergleich zum ELISA 
(Abbildung 38b). Im ELISA wurde über den gesamten Bereich eine Linearität beobachtet. 
Beim Microarray wurde der lineare Bereich von kurzen Plateauabschnitten flankiert. Daher 
umfasst der lineare Bereich für die Quantifizierung mit Microarrays die Konzentrationen 
50 ng/mL bis 175 ng/mL und ist damit im Vergleich zum ELISA etwas geringer. Zusätzlich 
wäre damit der Richtwert von 25 ng/mL nicht abgedeckt. Um die beiden Methoden etwas besser 
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vergleichen zu können, wurden die Intensitäten von 0 ng/mL kompetitiver 
Drogenkonzentration auf 100 % gesetzt und die folgenden Werte jeweils dazu ins Verhältnis 
gesetzt. Diese Prozentangaben wurden anschließend über die kompetitive Drogenkonzentration 
aufgetragen (Abbildung 52).  
 
Abbildung 52: Vergleich einer Eichkurve für MDMA erhalten durch Microarray (schwarz) und kompetitiver 
ELISA (rot). Der Wert von 0 ng/mL wurde dazu auf 100 % gesetzt und die folgenden Werte dementsprechend 
umgerechnet. 
 
Die Gegenüberstellung beider verwendeter Methoden zeigte eine gute Vergleichbarkeit von 
Microarray und ELISA. Der Verlauf der Eichkurve ist nahezu identisch. Die bisherigen 
Ergebnisse zeigen, dass für MDMA ein guter Plattformvergleich gegeben ist. Diese Aussage 
müsste in weiteren Experimenten bestätigt werden. 
 
3.8. Zusammenfassung der Ergebnisse 
Abschließend werden in der Tabelle 14 die Ergebnisse zusammengefasst. Dabei wird 
aufgeführt, ob ein kompetitiver ELISA und anschließend eine Eichkurve zur Quantifizierung 
etabliert werden konnte. Sofern eine Eichkurve erreicht werden konnte, wurde mit Hilfe der 
Wiederholungen die CVs als Indiz für die Reproduzierbarkeit berechnet. Darauffolgend wird 
aufgelistet, ob eine Quantifizierung von Serumproben bereitgestellt vom LKA und ein Übertrag 
auf Microarrays möglich war. Abschließend wird die Anzahl der getesteten Antikörper pro 
Droge angegeben. 
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Tabelle 14: Übersicht der Ergebnisse für die einzelnen Drogen. Aufgeführt sind die einzelnen Methoden des 
ELISAs, Quantifizierungen von Serumproben bereitgestellt vom LKA und dem Nachweis auf Microarrays. 
Droge 
Komp. 
ELISA 
Eichkurve CV 
Quantifizierung 
LKA-Proben 
Microarray 
(MAs) 
# 
Antikörper 
PCP Auf Grund unspezifischer Antikörper bereits im 
Validierungsprozess ausgeschlossen. 
2 
Morphin 3 
Amphetamin 
Keine Unterscheidung mit den getesteten Antikörpern möglich. 
4 
Methamphetamin 12 
Kokain 
Antikörper K1-K3 erkennen im ELISA das 
Konjugat, aber nicht freies Kokain, sondern nur 
freies Benzoylecgonin. Diese werden daher zur 
Quantifizierung von Benzoylecgonin verwendet. 
Auf MAs 
wird freies 
Kokain 
erkannt. 
Eine weitere 
Überprüfung 
ist 
notwendig. 
6 
THC + - - - - 3 
Benzoylecgonin + + 
3 – 
15 % 
+ - 2 
Methadon + + 
4 – 
13 % 
+ - 1 
MDMA + + 
2 – 
12 % 
+ + 1 
 
Die Tabelle zeigt den unterschiedlichen Fortschritt bei dem Nachweis einzelner Drogen. Einige 
der getesteten Antikörper zeigten Kreuzreaktivitäten innerhalb einer Substanzklasse, z.B. für 
die Gruppe der Amphetamine. Anti-Kokain Antikörper, wie z.B. K1 oder K3 waren nicht in 
der Lage freies Kokain im Serum zu binden, waren jedoch spezifisch für dessen 
Hauptabbauprodukt Benzoylecgonin. 
In Summe wurden 33 Antikörper getestet, wovon 5 ( 15 %) im kompetitiven ELISA einen 
spezifischen Nachweis zeigten. Mit 3 Antikörpern ( 9 %) konnte eine Eichkurve und damit 
eine Quantifizierung von Serumproben erreicht werden. 
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Bei Vorliegen spezifischer Antikörper konnten sensitive und reproduzierbare Nachweise 
etabliert werden, welche mit Variationskoeffizienten bis maximal 15 % und 
Korrelationskoeffizienten von mindestens 0,9 belegt werden. 
  
 102 
4. Diskussion 
In diesem Abschnitt werden die zuvor gezeigten Ergebnisse diskutiert und die damit 
verbundenen Schlussfolgerungen für weitere Experimente erläutert. Weiterhin soll eine 
Einordnung der Ergebnisse bezüglich der Qualität und der gewonnenen Erkenntnisse anhand 
aktueller Literatur erfolgen. Dies soll zusätzlich helfen, weitere Anregungen für zukünftige 
Projekte zu erhalten. 
 
4.1. Nachweis niedermolekulare Substanzen 
Es wurden mehrere Ansätze zum Nachweis niedermolekularer Substanzen überprüft. Dazu 
zählten Aptamere und ELISA, welche z.B. als kompetitiver Ansatz aufgebaut waren 
(Abschnitte 2.7.3.5 und 2.7.5). 
Weder bei der Verwendung von Aptameren, noch bei der Immobilisierung eines Drogen-
positiven Serums konnte ein erfolgreicher bzw. sensitiver Nachweis einer Droge im Serum 
erbracht werden.  
Der Nachweis von Drogen über Aptamere befindet sich noch in der Anfangsphase. Eine 
breitere Anwendung finden Aptamere in der Diagnostik, z.B. in dem Nachweis von Antibiotika 
[92,93] oder von Entzündungen [94]. 
Eine Literaturrecherche ergab für die in dieser Arbeit verwendeten Substanzen meist nur 
wenige oder keine Treffer. So wurden Ansätze zum Nachweis von Amphetamin [95] und 
Codein [96], welches zu den Opiaten gehört, beschrieben. Allein für Kokain wurden 
ausführlichere Studien durchgeführt. Mit Aptameren wurden zum Nachweis von Kokain 
verschiedene Nachweissysteme und Probenmaterialien genutzt. Nie et al. [97] nutzten einen 
enzymatischen Nachweis für Kokain in filtrierten Serum und erreichten damit ein 
Detektionslimit von 2,8 µM, welches ca. 84-fach über den Richtwert liegt. Andere Studien 
konnten Kokain mittels Aptameren auf einem Teststreifen [98] mit einer LOD von 500 µM 
oder mit einem Mikrofluidik-basierten Ansatz [99] mit einer LOD von 10 µM nachweisen. Die 
erreichten LODs liegen hier um einen Faktor von ca. 15.000 bzw. 300 über den in Deutschland 
geforderten Richtwert. Yang et al. [100] nutzten hingegen Abwasser als Probenmaterial und 
waren in der Lage 10 nM Kokain nachzuweisen.  
Für Kokain liegt der Grenzwert im Serum bei 33 nM bzw. im Abwasser liegen die bisher 
nachgewiesenen Werte bei maximal 3 nM. Im gezeigten EMSA (Abbildung 13) wurden 
maximal 25 µM Kokain eingesetzt. Damit konnte keine der beschriebenen Studien Kokain 
mittels Aptameren in ausreichender Sensitivität in Serum nachweisen. Diese Beobachtungen 
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decken sich mit denen in der Einleitung (Abschnitt 1.2.2.3) beschriebenen Komplikationen, die 
sich bei der Verwendung von Aptameren für einen Drogennachweis im Serum ergeben. Dazu 
gehören eine geringere Affinität der Aptamere zur Droge, sowie eine schnellere Degradation 
der Sequenzen im Serum [46]. Weiterhin ist die Affinität von der Ausbildung von 3D-
Strukturen, z.B. Haarnadelstrukturen, abhängig [101]. Die Ausbildung ist bei 
niedermolekularen Molekülen nicht möglich, was sich negativ auf die Spezifität auswirkt. Auf 
Grund dieser Erkenntnisse wird die Verwendung von Aptameren in Serum nicht empfohlen. 
Um einen Nachweis zu etablieren, müsste zunächst der Einfluss des Serums minimiert werden. 
Dies könnte über eine aufwendige Aufreinigung der Probe oder über Modifizierungen der 
Aptamere, die deren Stabilität verbessern, bewerkstelligt werden. Mögliche chemische 
Modifikationen wären u.a. Austausch des Phosphat-Rückgrats mit Schwefel oder das „end-
capping“ des 3’ oder 5’ Terminus [102]. 
Während der Recherche konnten keine erfolgreichen Drogennachweise mittels einem ELISA 
mit immobilisierten Drogen-positiven Serumproben gefunden werden. Auch die in dieser 
Arbeit gezeigten Experimente (Abbildung 14) lieferten keine positiven Ergebnisse. Es ist davon 
auszugehen, dass vor allem die geringe Größe der Moleküle ein Problem darstellt. Bei der 
Immobilisierung von Serum in dem eine hohe Konzentration an Droge vorhanden war, ist 
davon auszugehen, dass sofern während der Immobilisierung ein Teil der freien Droge bindet, 
diese von Serumbestandteilen, wie Albumin, so überlagert wurden, dass keine Bindung des 
primären Antikörpers möglich war. Eine Verdünnung des Serums wurde nicht vorgenommen, 
da Beobachtungen gezeigt haben, dass die Signalintensitäten beim immobilisierten Serum und 
damit Kreuzreaktivitäten zunehmen. Dieser Effekt könnte dadurch auftreten, dass bei einer 
Verdünnung der Albuminanteil reduziert wird und andere Serumbestandteile, wie Antikörper 
oder Metabolite, mit Assaykomponenten reagieren und unspezifische Bindungen hervorrufen 
können. Jedoch könnte ein modifizierter Sandwich ELISA von Omi et al. [103] das Problem 
der geringen Größe umgehen. Ihnen war es möglich niedermolekulare Substanzen in Serum, 
wie Estradiol, in einem Sandwich ELISA mittels Chemilumineszenz sensitiv (< ng/mL) 
nachzuweisen. Dazu war eine Produktion eines monoklonalen Antikörpers, welcher den 
Komplex aus Analyt und Analyt-spezifischen Antikörper binden kann, notwendig. Ein Nachteil 
dieser Methode für das Ziel dieser Arbeit einen parallelen und quantifizierbaren Nachweis 
mehrerer Drogen zu etablieren, ist die Verdopplung der zu validierenden Antikörper und damit 
verbunden eine enorme Zunahme in Zeit und Kosten. 
Der ELISA gehört für den Nachweis von Drogen zu den am häufigsten verwendeten Methoden 
neben der Massenspektrometrie. Dafür werden vor allem Enzym-basierte Nachweissysteme 
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und Urin als Probematerial verwendet [38,104]. Streifen- bzw. Schnelltests dienen primär als 
Vortest einer qualitativen Analyse, die Aufschluss über die Notwendigkeit einer quantitativen 
Messung gibt [105]. Zur Quantifizierung werden kommerziell erhältliche Kits, welche für 
einzelne Drogen bzw. Substanzklassen erhältlich sind, genutzt. Diese sind in der Lage in Serum, 
Urin oder Haaren Substanzen im ng/mL-Bereich zu detektieren [106,107]. Ein zu beachtender 
Faktor von Immunoassays ist jedoch die Kreuzreaktivität [37,108]. Für Vor- bzw. Schnelltests 
kann eine Kreuzreaktivität innerhalb einer Substanzklasse gewünscht sein, damit möglichst 
viele Substanzen detektiert werden. Sobald aber eine Quantifizierung durchgeführt werden soll, 
dürfen keinerlei unspezifische Bindungen auftreten. Daher ist eine stringente 
Antikörpervalidierung für einen spezifischen Drogennachweis nötig. Sowohl die aufgetretenen 
Kreuzreaktivitäten (Abbildung 22), als auch die Sensitivität im ng/mL-Bereich (Abbildung 28) 
decken sich mit den in der Literatur beschriebenen Angaben. Abschließend gibt die Tabelle 15 
einen Überblick über die Vor- und Nachteile der beschriebenen Methoden. 
 
Tabelle 15: Zusammenfassung der Vor- und Nachteile der verwendeten Methoden zum Nachweis illegaler 
Drogen. 
Methode Vorteile Nachteile 
Aptamere Herstellung, Modifizierbarkeit Sensitivität 
Kompetitive 
ELISAs 
Sensitivität 
Kreuzreaktivität erfordert 
aufwendige Antikörpervalidierung 
 
Die Tabelle zeigt, dass jede Nachweismethode ihre individuellen Vor- und Nachteile besitzt, 
die für die jeweilige Anwendung gegeneinander abgewägt werden müssen. Um den Anspruch 
der Etablierung eines sensitiven Nachweises für Drogenkonsums gerecht zu werden, sind 
kompetitive ELISAs vorzuziehen. 
 
4.2. Qualitätskontrolle 
Innerhalb der Qualitätskontrolle wurde die Spezifität der verwendeten Antikörper überprüft. 
Auf Grund des angestrebten spezifischen und parallelen Nachweises einzelner Drogen mussten 
mögliche Kreuzreaktivitäten gegen andere Drogen und Versuchskomponenten ausgeschlossen 
werden. Zur Qualitätskontrolle wurden ELISA-Experimente und Western Blot Analysen 
durchgeführt. 
Western Blots gelten seit langem als beliebte analytische Methode um eine Interaktion von 
Antikörper mit dem jeweiligen Analyten zu untersuchen [109]. ELISAs haben zusätzlich den 
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Vorteil eine Quantifizierung zu ermöglichen [110]. Für beide Methoden wurden sowohl gute 
Übereinstimmungen, als auch abweichende Ergebnisse publiziert [111,112]. Je nach 
Probenvorbereitung und der Interaktion der verwendeten Antikörper mit dem Analyten können 
Unterschiede auftreten. Eine Qualitätskontrolle der Antikörper und damit einhergehend der 
verwendeten Konjugate ist daher besonders relevant. Im Western Blot wurden die Konjugate 
vor allem als „Schmier“ beobachtet (Abbildung 18). Dieser Effekt liegt in der Kopplung von 
BSA und Droge bzw. in der Aggregation des BSAs begründet. Denn je mehr Drogenmoleküle 
an das BSA gekoppelt wurden, desto stärker erscheint das Konjugat auf einem Gel bzw. einer 
Membran als „Schmier“ [113]. Im ELISA konnten allgemein gute Sensitivitäten erreicht 
werden, die sich mit Daten aus Veröffentlichungen decken [114,115]. In der Tabelle 16 werden 
einige allgemeine Eigenschaften von Western Blot und ELISA zusammengefasst. 
 
Tabelle 16: Zusammenfassung der Vor- und Nachteile der verwendeten Methoden für die Qualitätskontrolle. 
Methode Vorteile Nachteile 
Western Blot 
• Sensitivität 
• geringes Probenvolumen 
• Informationen über 
Probenzusammensetzung 
• „Schmier“ 
• keine Quantifizierung 
• Probenvorbereitung 
• Probenauftrennung über 
gesonderte Methode 
ELISA 
• hoher Durchsatz 
• Sensitivität 
• keine Probenvorbereitung 
• hohes Probenvolumen 
 
Für beide Methoden wurden Kreuzreaktivitäten beobachtet. Dies war vor allem für Substanzen 
innerhalb einer Substanzklasse, wie die Amphetamine (siehe Anhang Abbildung 56 und 
Abbildung 63), der Fall. Die unspezifischen Bindungen innerhalb einer Substanzklasse sind vor 
allem auf die geringen strukturellen Unterschiede zurückzuführen. Beispielsweise 
unterscheiden sich Amphetamin und Methamphetamin lediglich durch eine Methylengruppe 
und Benzoylecgonin entsteht als Hauptabbauprodukt von Kokain durch eine Abspaltung einer 
Methylestergruppe [116]. Auch für andere synthetische Drogen [29] oder Sekundärmetaboliten 
[117] wurden Kreuzreaktivitäten innerhalb einer Stoffgruppe oder Substanzklasse beschrieben. 
Die ausgeprägter auftretenden Kreuzreaktivitäten, z.B.  des Antikörpers Mo2 (siehe Anhang 
Abbildung 61a), zwischen mehreren Drogen sind durch strukturelle Gemeinsamkeiten wie dem 
Trägermolekül BSA oder dem Grundbaustein der aromatischen Ringe zu erklären.  
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Die Spezifität des primären Antikörpers ist vor allem auf das zur Immunisierung verwendete 
Konjugat, und damit verbunden der Kopplungsmethode, zurückzuführen [118]. Die 
Kopplungsrate des Analyten an das Trägermolekül und die Position eines Linkers sind dabei 
die wichtigsten Faktoren [119,120]. Es wird für eine optimale Immunantwort und eine gute 
Sensitivität des Antikörpers eine Rate von Trägermolekül zu Analyten von mindestens 1:5 bis 
maximal 1:20 [120,121] und eine Synthese des Linkers an der meta-Position [121,122] 
empfohlen. Durch diese Konfiguration soll eine unspezifische Bindung des Antikörpers an das 
Trägermolekül vermieden werden [118]. 
Für beide Methoden gilt, dass jeder Antikörper individuell optimiert und validiert werden muss 
und dies in Abhängigkeit der angestrebten Anwendung und des verwendeten Probenmaterials 
[109,123]. Auf Grund des späteren Versuchsaufbaus und der oben genannten Vorteile wurde 
die Qualitätskontrolle mittels ELISA durchgeführt. Die folgende Abbildung (Abbildung 53) 
soll dies durch eine Gegenüberstellung des Versuchsablaufs nochmal verdeutlichen. 
 
 
Abbildung 53: Fließschema des Versuchsablaufs der zur Qualitätskontrolle verwendeten Methoden. 
 
Durch das Fließschema wird deutlich, dass der ELISA durch die geringe Anzahl der Schritte 
und der fehlenden Probenvorbereitung methodische Vorteile hat. Zusätzlich ist der Western 
Blot eine Kombination zweier molekularbiologischer Methoden und damit anfälliger für 
Fehler. 
Auf Grund der hier beschriebenen Phänomene wird die Notwendigkeit einer stringenten und 
detaillierten Qualitätskontrolle der Antikörper deutlich. Es muss sichergestellt werden, dass die 
jeweilige Droge spezifisch anhand ihrer charakteristischen funktionellen Gruppen bzw. 
Struktur nachgewiesen werden kann. Dies führt allerdings dazu, dass oft eine größere Menge 
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an Antikörpern getestet werden muss. Im Western Blot konnten  43 % und im ELISA  36 % 
der überprüften Antikörper für weitere Versuche genutzt werden. Der Aufwand ist 
charakteristisch für immunologische Methoden, z.B. war in der Studie von Peterson et al. [124] 
die Überprüfung von 25.000 Hybridoma Zelllinien nötig, um 4 spezifische, davon ein hoch 
affinen, Antikörper zu erhalten. 
 
4.3. Quantifizierung 
Für eine Quantifizierung im humanen Serum konnten für die Substanzen Benzoylecgonin, 
Methadon und MDMA Eichkurven etabliert werden. Damit war es möglich den relevanten 
Bereich um den jeweiligen vorgeschriebenen Richtwert der GTFCh verlässlich zu 
quantifizieren. Die Tabelle 17 zeigt eine Übersicht der wichtigsten Merkmale der Eichkurven. 
 
Tabelle 17: Übersicht der Eigenschaften der Eichkurven für Methadon, MDMA und Benzoylecgonin. 
Droge 
Richtwert 
[ng/mL] 
Linearer 
Bereich 
[ng/mL] 
LOD 
[ng/mL] 
LOQ 
[ng/mL] 
CV [%] Pearson R 
Methadon 50 25 – 125 150 10 4 – 13 0,99 
MDMA 25 0 – 250 250 10 2 – 12 0,91 – 0,97 
Benzoylecgonin 30 0 – 200 500 10 3 – 15 0,92 – 0,98 
 
Die etablierten Eichkurven ermöglichen eine sichere Quantifizierung von Serumproben im 
Bereich der geforderten Richtwerte von 25 ng/mL (MDMA) bis 50 ng/mL (Methadon). Die 
linearen Bereiche und die berechneten Koeffizienten erfüllen u.a. die Richtlinien der GTFCh, 
welche neben dem Bereich der Eichkurve auch CVs von maximal 15 % bzw. 20 % (in Nähe 
des Richtwertes) festlegt. 
Zur Überprüfung der entwickelten Methode wurden Serumproben vermessen, deren 
Konzentration durch das LKA Berlin massenspektrometrisch bestimmt wurde. Die Berechnung 
des Korrelationskoeffizienten ergab Werte von 0,85 für MDMA und 0,93 für Benzoylecgonin. 
Eine Korrelation für Methadon konnte auf Grund der unterschiedlichen Einheiten der 
Messungen nicht vorgenommen werden. Nach Vorgabe der GTFCh müssen für die 
authentischen Proben (n = 10) für 90 % der Fälle eine positive Klassifizierung vorgenommen 
werden. Für MDMA (n = 12) konnten  91 %, für Benzoylecgonin (n = 10) 100 % und für 
Methadon (n = 11) ebenfalls  91 % erreicht werden. 
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Im Vergleich zu anderen Studien sind die berechneten Koeffizienten und Bestimmungsgrenzen 
ähnlich. Für Drogennachweise wurden in diesen Publikationen zumeist kommerzielle Kits und 
Urin als Probenmaterial verwendet [125,126]. Es konnten einzelne Substanzklassen quantitativ 
mit guten Übereinstimmungen zu GC-MS bestimmt werden. Spiehler et al. [127] konnten in 
einer Studie mit postmortalem entnommenen Blut in einem enzymatischen Immunoassay 
Substanzklassen mit einer Sensitivität und Spezifität von 99 % bzw. 93 % nachweisen. Dabei 
wurden Grenzwerte von unter 100 ng/mL erreicht und die Korrelation mit GC-MS betrug ca. 
0,9. Lei et al. [128] entwickelten einen kompetitiven ELISA, der sehr gut vergleichbar mit den 
in dieser Arbeit erreichten Ergebnissen ist. Bei einem Nachweis von Cotinin (Abbauprodukt 
von Nikotin) in Urin konnte mit einer LOD von 0,04 ng/mL und CVs von unter 13 % eine 
Korrelation mit GC-MS von 0,997 erreicht werden. Andere Anwendungsbeispiele für 
kompetitive ELISAs zum Nachweis niedermolekulare Substanzen sind die Detektion von 
Antibiotika in Milch [129–131]. In diesen Studien wurden LODs im unteren ng/mL-Bereich, 
CVs von unter 20 % und Korrelation mit MS-Messungen von über 0,9 erzielt. Diese Werte sind 
wieder vergleichbar mit den gezeigten Ergebnissen, jedoch wurde in diesen Arbeiten oft eine 
Probenvorbereitung vorgenommen und es wurden Kreuzreaktivitäten mit strukturell ähnlichen 
Substanzen beobachtet. Die erzielten CVs und Detektionslimits bewegen sich weiterhin im 
selben Bereich von MS-Analysen [132–134]. Diese zeigen jedoch bessere 
Bestimmungsgrenzen, waren aber anfälliger für Einflüsse des Probenmaterials. 
Das folgende Fließschema (Abbildung 54) soll nochmals verdeutlichen, welche Vorteile der 
ELISA gegenüber MS-basierten Methoden hat. 
 
 
Abbildung 54: Fließschema des Versuchsablaufs der zur Quantifizierung verwendeten Methoden. 
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Auch hier wird wie zuvor beim Vergleich zum Western Blot (Abbildung 53) deutlich, dass der 
ELISA gegenüber MS-basierten Methoden weniger Arbeitsschritte und keine 
Probenvorbereitung benötigt und nur aus einer Methode besteht. Diese Tatsachen begründen 
die einfache Durchführung und die Robustheit des ELISAs. 
Im Vergleich zur verbreiteten Anwendung immunologischer Drogennachweise, den Streifen- 
bzw. Schnelltests, konnten bessere Nachweisgrenzen erreicht werden [107,135].  
Anhand der Ergebnisse und Literaturrecherche wird ein weiteres Mal die Wichtigkeit deutlich, 
neben Kreuzreaktivitäten [136] auch Einflüsse in der Probenvorbereitung und Unterschiede 
zwischen mehreren Produktionschargen zu untersuchen [137,138]. Neben unspezifischer 
Bindungen durch strukturell verwandte Substanzen, wurden auch Kreuzreaktivitäten mit 
Medikamenten und Nahrungsergänzungsmittel beobachtet [125]. Dieser Effekt wurde in dieser 
Arbeit nicht explizit untersucht. Die Ergebnisse der Quantifizierung der LKA Proben reichen 
nicht für eine Abschätzung des Effektes aus. Konzentrationsunterschiede, die in der 
Quantifizierung aufgetreten sind, können beim ELISA auf Einflüsse durch nicht identifizierte 
Kreuzreaktivitäten oder bei GC- bzw. LC-MS Messungen auf Verluste während der 
Probenvorbereitung und der Chromatographie zurückzuführen sein [139]. Der Einfluss von 
Methanol konnte jedoch sowohl in dieser Arbeit, als auch in anderen Publikation beobachtet 
werden [138,140]. Es wird vermutet, dass das Methanol die Antikörperbindung am Konjugat 
mindert bzw. als Lösemittel zur Denaturierung der Antikörper führt, was zur beobachteten 
Signalabnahme mit steigender Methanolmenge (Abbildung 29) geführt haben könnte. 
Konsens besteht in der Tatsache, dass die Validierung einer Methode ein kritischer Punkt ist 
[141]. In Bezug auf Drogennachweis wird u.a. eine Überprüfung mit 2 unabhängigen Methoden 
(z.B. ELISA und MS-Messungen) empfohlen [142]. Die Nutzung zweier unabhängiger 
Methoden, die Untersuchung verschiedener Kreuzreaktivitäten, der Vergleich zwischen Puffer 
und Probenmaterial, die Untersuchung von Lagereffekten und die Durchführung individueller 
Eichkurven wurden in dieser Arbeit durchgeführt und entsprechen damit nicht nur den 
Richtlinien der GTFCh und der Bundesärztekammer, sondern ebenso den Anforderungen der 
FDA für immunologische Methoden [143]. 
 
4.4. Multiplexing und Miniaturisierung 
Um einen parallelen Nachweis mehrerer Drogen auf einem miniaturisierten Format zu 
ermöglichen, wurde der ELISA auf einen Microarray übertragen.  
Generell lässt sich feststellen, dass die Ergebnisse der ELISAs nicht direkt auf Microarrays 
übertragen werden können [144]. Daher gilt, dass für jede Plattform der Ansatz etabliert werden 
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und die jeweiligen Versuchsbedingungen jedes Mal individuell angepasst werden müssen 
[87,145–147]. Die Verwendung von Microarrays soll v.a. den Durchsatz erhöhen [148] und die 
Sensitivität verbessern [149]. Aktuell werden parallele Nachweise auf einem Microarray wenig 
außerhalb von Forschungseinrichtungen verwendet [150].  
Eines der wenig vorhandenen kommerziell erhältlichen Systeme, kann über einen 
Immunoassay in verschiedenen Probenmaterialien Drogen, wie synthetischer Cathinone 
(Amphetamine) nachweisen [151,152]. Die Übereinstimmung mit ELISAs betrug über 90 %. 
Jedoch wurden Einflüsse des Probenmaterials auf die Kalibratoren beobachtet. Daher wird 
dieses Komplettsystem auch nur als Vortest empfohlen. Die Studie von Tort et al. [153] für 
einen Nachweis mehrerer Steroide in Serum, ergab die geforderten Nachweisgrenzen 
(10 ng/mL) und akzeptable CVs (15 – 25 %). Jedoch wurden Kreuzreaktivitäten zu anderen 
Steroiden beobachtet und es wurde eine aufwendige Probenvorbereitung durchgeführt.  
Der gezeigte Microarray (Abbildung 51) war in der Lage MDMA in Serum nachzuweisen. Die 
Übereinstimmung zum ELISA betrug 96 %, jedoch lag die LOQ bei 50 ng/mL, was über dem 
Richtwert von 25 ng/mL lag. Neben der Sensitivität muss der Nachweis weiterer Drogen 
etabliert werden, um ein Multiplexing zu ermöglichen. Mögliche Versuchsansätze wären eine 
höhere Immobilisierungskonzentration oder die Erprobung anderer Oberflächenmodifikationen 
[30]. Du et al. [30] veröffentlichten einen Ansatz, der verschiedene Drogen qualitativ ab 
1 µg/mL und quantitativ im unteren ng/mL Bereich nachweisen kann. Ob diese Werte auch in 
einem biologischen Material erreicht werden konnte, ob Kreuzreaktivitäten auftraten oder in 
welcher Menge die freien Drogen eingesetzt wurden, wurde jedoch nicht beschrieben. Daher 
ist diese Publikation zunächst als Machbarkeitsstudie anzusehen, die keinen Aufschluss über 
eine verlässliche Quantifizierung authentischer Proben liefert.  
Eine Miniaturisierung kann für die Implementierung in Teststreifen und ähnlichen 
Testsystemen genutzt werden. Testsysteme die sich Mikrofluidiken bedienen, können z.B. die 
Antikörperinkubation vereinfachen [154]. Eine Probenvorbereitung wie sie in Publikationen 
beschrieben wurde [155], ist mit dem hier etablierten Nachweis nicht nötig, könnte aber 
ebenfalls über eine Fluidik gelöst werden. Durch die Kombination eines Streifentests mit einem 
Microarray könnte ein paralleler Nachweis mit Möglichkeit zur Quantifizierung bewerkstelligt 
werden. Ein derartiger Aufbau wurde von Taranova et al. [156] in Puffer realisiert. 
Die hier beschriebene Kombination mehrerer Techniken gekoppelt mit einem 
immunologischen Nachweis, können nach entsprechender Validierung ein Testverfahren 
ermöglichen, was günstig, schnell und mit geringen Verbrauch an Reagenzien und Probe einen 
verlässlichen sensitiven Nachweis mehrerer Drogen ermöglicht. 
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5. Schlussfolgerung 
Innerhalb der hier vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein sensitiver, spezifischer 
und robuster Drogennachweis im Serum mittels einem kompetitiven ELISA möglich ist. Dieser 
Ansatz soll Massenspektrometrie-Messungen keinesfalls ersetzen. Allein durch die Sensitivität 
und die Anpassungsfähigkeit an neue Substanzen besitzen moderne Massenspektrometrie-
Geräte deutliche Vorteile. Die hier gezeigte Quantifizierung ist aber durchaus in der Lage 
bestehende Verfahren zu ergänzen. 
Zusätzlich konnte im Gegensatz zu bestehenden Protokollen eine verlässliche Quantifizierung 
etabliert werden. Durch den Vergleich mit massenspektrometrischen Messungen konnte 
bewiesen werden, dass authentische und über einen längeren Zeitraum gelagerte Serumproben 
über einen immunologischen Nachweis zuverlässig quantifiziert werden können. Der in dieser 
Arbeit etablierte Nachweis entspricht den gängigen Richtlinien und wurde hochwertig 
aufgebaut, sodass weder hochkonzentrierte Drogenlösungen, ein Gemisch aus verschiedenen 
Antikörpern, noch eine längere Lagerung und den eventuell dadurch auftretenden 
Abbauprodukten einen Einfluss auf die Sensitivität und Spezifität hatten. 
Eine in immunologischen Verfahren zwingende Qualitätskontrolle der Antikörper ist zwar 
zeitintensiv, führt aber dazu, dass äußerst zuverlässige Analysen durchgeführt werden können. 
Ein weiterer Vorteil der in dieser Arbeit etablierten Methoden ist die Übersichtlichkeit des 
Protokolls. Für die Durchführung des ELISAs, werden neben den Referenzmaterialien und der 
Antikörper nur die gängigsten Laboruntensilien, wie eine Mikrotiterplatte und ein Schüttler, 
verwendet. Durch die gezeigten Versuchsbedingungen können zusätzlich zur Eichgerade bis zu 
10 Proben mit unbekannter Drogenkonzentration innerhalb von 3 Stunden untersucht werden. 
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7. Anhang 
7.1. Alternative Versuchsansätze zum Drogennachweis 
 
 
Abbildung 55: Ergebnis eines Nachweises von Kokain über das Aptamer II (5‘-6FAM-AAG GAA AAT CCT 
TCA ATG AAG TGG GTC TCC ). 5 pmol des Aptamers wurden mit steigenden Mengen freien Kokains inkubiert 
bis ein Verhältnis von 1:100 erreicht war. Das Agarosegel wurde nachträglich mit einem Fluoreszenzfarbstoff 
angefärbt. 
 
7.2. Qualitätskontrolle der Antikörper 
7.2.1. SDS-PAGE und Western Blot 
 
        
Abbildung 56: Ergebnisse eines Western Blots zum Nachweis des Amphetamin-BSA Konjugats a) mit dem 
Antikörper A1 und b) mit dem Antikörper A2. M = Marker; 1 = Amphetamin-BSA; 2 = Methadon-BSA; 
3 = Morphin-BSA; 4 = Kokain-BSA; 5 = THC-BSA; 6 = Benzoylecgonin-BSA; 7 = MDMA-BSA; 
8 = Methamphetamin-BSA; 9 = PCP-BSA; 10 = BSA; 11 = Serum (1:10). Es wurden 300 ng pro Spur aufgetragen. 
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Abbildung 57: Ergebnisse eines Western Blots zum Nachweis des Methamphetamin-BSA Konjugats a) mit dem 
Antikörper Me1 und b) mit dem Antikörper Me2. M = Marker; 1 = Amphetamin-BSA; 2 = Methadon-BSA; 
3 = Morphin-BSA; 4 = Kokain-BSA; 5 = THC-BSA; 6 = Benzoylecgonin-BSA; 7 = MDMA-BSA; 
8 = Methamphetamin-BSA; 9 = PCP-BSA; 10 = BSA; 11 = Serum (1:10). Es wurden 300 ng pro Spur aufgetragen. 
 
 
     
Abbildung 58: Ergebnisse eines Western Blots zum Nachweis des Methamphetamin-BSA Konjugats mit dem 
Antikörper Me3. M = Marker; 1 = Amphetamin-BSA; 2 = Methadon-BSA; 3 = Morphin-BSA; 4 = Kokain-BSA; 
5 = THC-BSA; 6 = Benzoylecgonin-BSA; 7 = MDMA-BSA; 8 = Methamphetamin-BSA; 9 = PCP-BSA; 
10 = BSA; 11 = Serum (1:10). Es wurden 300 ng pro Spur aufgetragen. 
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Abbildung 59: Ergebnisse eines Western Blots zum Nachweis des a) MDMA-BSA Konjugats mit dem Antikörper 
MD1 und b) Methadon-BSA Konjugats mit dem Antikörper Mt1. M = Marker; 1 = Amphetamin-BSA; 
2 = Methadon-BSA; 3 = Morphin-BSA; 4 = Kokain-BSA; 5 = THC-BSA; 6 = Benzoylecgonin-BSA; 7 = MDMA-
BSA; 8 = Methamphetamin-BSA; 9 = PCP-BSA; 10 = BSA; 11 = Serum (1:10). Es wurden 300 ng pro Spur 
aufgetragen. 
 
 
    
Abbildung 60: Ergebnisse eines Western Blots zum Nachweis des PCP-BSA Konjugats mit dem Antikörper P2. 
M = Marker; 1 = Amphetamin-BSA; 2 = Methadon-BSA; 3 = Morphin-BSA; 4 = Kokain-BSA; 5 = THC-BSA; 
6 = Benzoylecgonin-BSA; 7 = MDMA-BSA; 8 = Methamphetamin-BSA; 9 = PCP-BSA; 10 = PCP-AK; 
11 = BSA; 12 = Serum (1:10). Es wurden 300 ng pro Spur aufgetragen. 
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Abbildung 61: Ergebnisse eines Western Blots zum Nachweis des Morphin-BSA Konjugats a) mit dem Antikörper 
Mo2 und b) mit dem Antikörper Mo3. M = Marker; 1 = Amphetamin-BSA; 2 = Methadon-BSA; 3 = Morphin-
BSA; 4 = Kokain-BSA; 5 = THC-BSA; 6 = Benzoylecgonin-BSA; 7 = MDMA-BSA; 8 = Methamphetamin-BSA; 
9 = PCP-BSA; 10 = BSA; 11 = Serum (1:10). Es wurden 300 ng pro Spur aufgetragen. 
 
 
 
       
Abbildung 62: Ergebnisse eines Western Blots zum Nachweis des a) Kokain-BSA Konjugats mit dem Antikörper 
K1 und b) Benzoylecgonin-BSA Konjugats mit dem Antikörper B1. M = Marker; 1 = Amphetamin-BSA; 
2 = Methadon-BSA; 3 = Morphin-BSA; 4 = Kokain-BSA; 5 = THC-BSA; 6 = Benzoylecgonin-BSA; 7 = MDMA-
BSA; 8 = Methamphetamin-BSA; 9 = PCP-BSA; 10 = BSA; 11 = Serum (1:10). Es wurden 300 ng pro Spur 
aufgetragen. 
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7.2.2. ELISA 
 
       
Abbildung 63: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des Amphetamin-BSA Konjugats a) mit dem Antikörper 
A2 und b) mit dem Antikörper A3. Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle (primärer Antikörper) 
wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. Die Oberfläche wurde 
mit 2 % BSA blockiert und die beiden Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
 
 
Abbildung 64: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des Amphetamin-BSA Konjugats mit dem Antikörper A4. 
Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle (primärer Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng 
immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. Die Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und  
die beiden Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
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Abbildung 65: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des Methamphetamin-BSA Konjugats a) mit dem 
Antikörper Me1 und b) mit dem Antikörper Me4 (1:500). Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle 
(primärer Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. 
Die Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und die beiden Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
 
 
        
Abbildung 66: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des Methamphetamin-BSA Konjugats a) mit dem 
Antikörper Me5 und b) mit dem Antikörper Me6. Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle (primärer 
Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. Die 
Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und die beiden Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
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Abbildung 67: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des Methamphetamin-BSA Konjugats a) mit dem 
Antikörper Me7 und b) mit dem Antikörper Me8 (1:500). Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle 
(primärer Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. 
Die Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und die beiden Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
 
 
       
Abbildung 68: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des Methamphetamin-BSA Konjugats a) mit dem 
Antikörper Me9 (1:500) und b) mit dem Antikörper Me10. Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle 
(primärer Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. 
Die Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und der sekundäre Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung 
eingesetzt. 
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Abbildung 69: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des Methamphetamin-BSA Konjugats a) mit dem 
Antikörper Me11 (1:500) und b) mit dem Antikörper Me12. Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle 
(primärer Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. 
Die Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und der sekundäre Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung 
eingesetzt. 
 
 
      
Abbildung 70: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis a) des MDMA-BSA Konjugats mit dem Antikörper MD1 
und b) des PCP-BSA Konjugats mit dem Antikörper P2. Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle 
(primärer Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. 
Die Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und die beiden Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
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Abbildung 71: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des THC-BSA Konjugats a) mit dem Antikörper T1 und b) 
mit dem Antikörper T2. Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle (primärer Antikörper) wurden mit 
jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. Die Oberfläche wurde mit 2 % BSA 
blockiert und die beiden Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
 
 
Abbildung 72: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des THC-BSA Konjugats mit dem Antikörper T3. Die 
Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle (primärer Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. 
Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. Die Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und die beiden 
Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
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Abbildung 73: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des Kokain-BSA Konjugats a) mit dem Antikörper K3 
(1:500) und b) mit dem Antikörper K4 (1:250). Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle (primärer 
Antikörper) wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. Die 
Oberfläche wurde mit 2 % BSA blockiert und der sekundäre Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
 
 
     
Abbildung 74: Ergebnis eines ELISAs zum Nachweis des Kokain-BSA Konjugats a) mit dem Antikörper K5 
(1:500) und b) mit dem Antikörper K6. Die Drogen-BSA Konjugate und die Positivkontrolle (primärer Antikörper) 
wurden mit jeweils 500 ng immobilisiert. Als Negativkontrolle wurde Serum verwendet. Die Oberfläche wurde 
mit 2 % BSA blockiert und die beiden Antikörper in einer 1:1.000 Verdünnung eingesetzt. 
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7.3. Miniaturisierung des Versuchsaufbaus auf Microarrays 
7.3.1. Überprüfung der Funktionalität der Antikörper 
 
Abbildung 75: Ergebnis eines Microarrays für THC mit dem Antikörper T1. Es wurde 100 ng/mL des THC-BSA 
Konjugats immobilisiert. Anschließend wurde ein Blockierschritt mit 2 % BSA durchgeführt. Nach der Inkubation 
mit dem in Serum angesetzten primären Antikörper (1:100) folgte die Detektion mit einem fluoreszenzmarkierten 
sekundären Antikörper (1:1.000). Es wurde ein direkter Nachweis (schwarz) und ein kompetitiver Ansatz (rot) 
durchgeführt. Kompetitiv wurde 500 ng/mL THC eingesetzt. Die Auswertung der Spots erfolgte mit GenePix Pro 
7. Von den Replikaten aus einem Versuch wurde der Median gebildet und davon der lokale Hintergrund 
abgezogen. Aus den Messwerten wurde die Standardabweichung gebildet. 
